UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

METODOLOGIAS PARA ANALIZAR
PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS EN
AGUA POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA DE
GASES

TRABAJO I\/IONOGRAFICO DE
ACTUALIZACION

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA

PRESENTA

MA. ROSA GONZALEZ TEPALE

MEXICO, D. F. 2009

@D =—



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado

Presidente Profa. Ernestina Cervera Flores

Vocal Profa. Silvia de JesUs Mendoza
Arellano

Secretario Prof. Adolfo Garcia Osuna

1. Suplente  Prof. Francisco Rojo Callejas

2°. Suplente  Profa. Georgina Artemisa Duarte Lisci

Sitio en el que se desarrollo el tema:
Departamento de Quimica Analitica.
Edificio “A” Laboratorio 3B.

Facultad de Quimica, Cd. Universitaria.

Asesor del tema

Sustentante

Ma. Rosa Gonzalez Tepale



Agradecimientos

El primer agradecimiento es a Dios por concederme terminar esta etapa muy
importante de mi vida, porque es la [uz necesaria para evaluar con justicia mis
actos, construir un presente y futura mejor, de forma honesta.

A mi familia por ser la base que me impulsa a trabajar todos los dias, que me da
esperanzas, consuelo en los momentos dificiles, en especial a mi mamd Piedad,
porque gracias a su trabajo, esfuerzo, consejos y dedicacion me ha ayudado a
realizar parte de mis suefios. Gracias a mi hermano Bernabé por su carifio y
apoyo durante todos estos afios, a Elvis por ser mi hermana y mejor amiga. A mi
hermana Piedad, del mismo modo a su esposo Luis, junto con mis sobrinos
Andrea, Luis y Gael por sus sonrisas y alegrias.

Sin duda agradezco a mi tia Lulii y tio Alfredo porque contribuyeron a cambiar
parte de mi realidad y me dieron la oportunidad de iniciar un proyecto de vida
nuevo.

A Erick, por su amot, carifio, por ayudarme y estar a mi lado en situaciones
dificiles de crisis en mi persona, también por hacer muy divertida mi estancia en

la Universidad.

Un sincero agradecimiento al Profesor Adolfo Garcia Osuna por abrirme la
puerta de su maravilloso laboratorio, ya que gracias a su apoyo y empefio por
transmitirme parte de sus conocimientos pudo ser realidad la culminacion de esta
etapa académica, ademds de que me ensefio la importancia de abrir mi mente a
conocimientos frescos y nuevos.

Agradezco a todas las personas que han contribuido de alguna forma en mi
educacion académica, especialmente a los profesores Benito, Carlos y Paz de la
preparatoria, a la Dra. Marylii de la UNAM.

También agradezco a todos mis amigos y compafieros por las interminables
pldticas que me sirvieron para aprender de la vida, ayudarme y hacer agradable
mis estudios. En particular a Lili y Jessi por su ayuda y por compartir sus
conocimientos en el laboratorio.

“El conocimiento abre las puertas, tii decides si entras”



INDICE

Pagina

Capitulo |
INTRODUCCION

Capitulo Il )
METODOLOGIA

Capitulo 1l
INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA'Y
DISCUSION

Tema I: PLAGUICIDAS

-PLAGUICIDAS Y EL MEDIO AMBIENTE

-CLASIFICACION

10

-PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOQOS

13

-NORMATIVIDAD DE LOS LIMITES
PERMITIDOS DE PLAGUICIDAS EN AGUA

18

Tema II: METODOLOGIA DE ANALISIS

21

-IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

21

-ELECCION DEL METODO A UTILIZAR

21

-MUESTREO

23

-PREPARACION O TRATAMIENTO DE
LA MUESTRA

29

-PROCEDIMIENTO ANALITICO

29

-TECNICA DE DETERMINACION

56

-EVALUACION DE RESULTADOS E
INFORME

67

Capitulo IV
CONCLUSIONES

71

BIBLIOGRAFIA

77




CAPITULO |

INTRODUCCION



INTRODUCCION

En general el uso de procedimientos de avanzada tecnologia y el desarrollo de nuevos
e ingeniosos métodos para resolver problemas analiticos requiere un adecuado conocimiento
de la literatura existente, donde aspectos como la velocidad de andlisis, sensibilidad y
selectividad se han convertido en factores importantes en la determinacion de contaminantes.
Es por ello que la escritura de esta tesis esta enfocada a la revision de los diversos métodos
para la determinacion de compuestos organoclorados en agua y dar a conocer las soluciones a
las que han llegado para la identificacion y cuantificacion de la mayoria de estas substancias,
entre los métodos revisados se encuentran los de la American Standar Methods (ASTM por
sus siglas en inglés), Association of Official Analitycal Chemistry (AOAC por sus siglas en
inglés), métodos oficiales como la de la United States Environmental Protection Agency
(USEPA por sus siglas en inglés) y métodos recogidos en revistas durante los Gltimos 5 afios
como Chemical Abstracts, Journal of Chromatography, Analytical Chemistry, etc. entre otros.

En este trabajo se busca plantear una explicacion basada en indicar primero como una
columna vertebral las etapas basicas que todo método analitico sigue modificadas éstas con lo
observado al realizar la revision bibliografica. Posteriormente se definird cada una de estas
etapas y se dara la informacion tedrica necesaria para entenderla y al final se planteara lo
encontrado especificamente para el andlisis de los plaguicidas organoclorados por
cromatografia de gases en agua.

Esperamos que con este trabajo los alumnos y profesionistas que lo consulten se den
una rapida idea de como se realiza el analisis de estos compuestos en agua.
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METODOLOGIA

Para este trabajo monogréafico se plantea el explicar las modificaciones realizadas a
técnicas analiticas ya conocidas y la aplicacion de técnicas nuevas desarrolladas en los
ultimos 5 afios para mejorar las diferentes etapas en que se trabajan las metodologias
establecidas normalmente para analizar plaguicidas organoclorados en agua, aplicando en la
parte instrumental a la técnica de Cromatografia de Gases para su determinacion tanto
cualitativa como cuantitativa.

Para poder cumplir esto, al realizar la investigacion bibliogréfica se partio del
principio de entender primero metodologias generales establecidas y que sean muy utilizadas
a nivel mundial para dicho analisis, para ello se revisaron las metodologias de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (United State Environmental
Protection Agency, USEPA por su nombre y siglas en inglés) y por la Sociedad Americana de
Evaluaciones y Materiales (American Society for Testing and Materials, ASTM por su
nombre y siglas en inglés) para entender asi las diferentes etapas generales en que estas
metodologias se reportan, y que se mantienen en protocolos y procedimientos que trabajan los
laboratorios de analisis.

La siguiente fase fue la documentacion en publicaciones periddicas, la primera opcion
fue obviamente la revision del Chemical Abstracts debido a que ahi se puede encontrar la
mayor revision de articulos de diferentes revistas publicados en inglés. En el manejo de
Chemical Abstracts para este trabajo se realizé tanto bajo el formato de indices, el cual es
adecuado cuando ya se conoce el registro de la publicacidn del articulo; y la otra opcion fue el
formato de resumen donde primero se realizd la busqueda por palabras clave del tema de
acuerdo al afio para localizar el catalogo que contiene el resumen. A fin de hacer la busqueda
mas eficiente se usaron variedades ortograficas de las palabras clave (en inglés) de tal forma
que se tuviera un grupo de términos mas especializado y controlado, como se puede ver en la
tabla I.

PAE:LILA"AI\BVR;‘ S Organochlorinated Water Chromatography
Pesticides Waste water
VARIEDAD DDT Drinking water Gas
ORTOGRAFICA Organic Sea water Chromatography
Semivolatile Ground water

Tabla I.- Variedades ortograficas de las palabras claves

Para realizar el trabajo con el Chemical Abstracts se trabajaron como vias de acceso a
esta revista, la Hemeroteca de la Facultad de Quimica y la base de datos de la Biblioteca
Central de la UNAM. Una vez que se encontraron los resumenes, se revisaron y si era de
nuestro interés el articulo se buscé en bases de datos como la http://www.dgbiblio.unam.mx
de la Direccion General de Bibliotecas de la UNAM, la cual tiene acceso a una gran cantidad
de revistas cientificas y libros digitales.

También se procedid a revisar otras opciones de revistas periddicas especializadas en
el area de la Quimica Analitica como las revistas Journal of Chromatography y Analytical
Chemistry. La via de acceso fue por internet en las siguientes paginas electronicas:

http://bidi.unam.mx/ ,http://www.sciencedirect.com/science/journal/,
http://pubs.acs.org/

y en caso de no tener acceso por esta via a los articulos, se buscaron dichas revistas en las
hemerotecas que las tuvieran.


http://www.dgbiblio.unam.mx/
http://bidi.unam.mx/
http://www.sciencedirect.com/science/journal/
http://pubs.acs.org/

También, durante la realizacién de esta revision bibliogréfica se encontré que muchas
metodologias para determinar plaguicidas varian en la técnica para la preparacion de la
muestra por lo que hubo la necesidad de que ademés de realizar la busqueda de los articulos
se consultara la literatura especializada y general que permitiera entender como se trabajaban
la técnicas analiticas mencionadas en dichos articulos. En esta parte se realizo la revision de
los libros en la Biblioteca de la Facultad de Quimica, en la Biblioteca de Posgrado de la
Facultad de Quimica y en la Biblioteca Central de la UNAM, donde se cuenta con una buena
base de datos.

También se realiz6 la revision de algunas de las bases de datos de organismos
gubernamentales relacionados de alguna forma con el 4gua y los plaguicidas en nuestro pais,
éstas fueron: CONAGUA, SEMARNAT, CICLOPLASFEST

Estas se consultaron con el fin de saber que informacion tenian sobre metodologias
establecidas para determinar plaguicidas en agua y si en caso de que existiera cual es su
alcance y la normatividad que las rige.

Las fuentes antes mencionadas son de facil acceso, sin embargo existe gran cantidad
de literatura que en su busqueda se encuentra que ésta no es muy accesible, entre ellos se
tienen a: las actas de los congresos cientificos, catdlogos de compafiias analiticas, asi como
publicaciones de dichas compafiias relacionadas con el analisis quimico (como Supelco,
Perkin-Elmer, Agilent, etc). Como tal no se nombran en las referencias, pero si de alguna
forma su revision ayudd a tener una mejor idea de las técnicas analiticas y de conocimientos
existentes. Su acceso se da cuando se va a congresos, se tiene contacto con las empresas y
trabajo en el laboratorio.
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INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA Y DISCUSION

En este capitulo se desarrollaré la informacion obtenida sobre el tema y se discutira en 2
grandes temas por su importancia para este trabajo, los plaguicidas y la metodologia aplicada
para su andlisis. Esta ultima a su vez se divide en 7 grandes rubros que son los que marcan las
metodologias que fueron revisadas como base para tratar de desarrollar el trabajo.

TEMAI

PLAGUICIDAS® 2349

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, por sus siglas en inglés) y, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés) definen el
término plaguicida como cualquier sustancia 0 mezcla de ellas en diferentes estados fisicos,
destinadas a prevenir, combatir o controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de
enfermedades humanas y animales, asi como las especies no deseadas gque causen perjuicio o que
interfieran durante la produccién, almacenaje, transporte, comercializacion o procesado de
alimentos para el hombre o animales.

Existen registros histdricos que sefialan que los plaguicidas en la agricultura se han usado
desde épocas antiguas, ellos son conocidos como plaguicidas de primera generacion, entre los
que se encuentran: las cenizas, el tabaco, compuestos con Arsénico, Mercurio, Plomo, Azufre,
etc. Los antiguos Egipcios alrededor de 1200 A.C. y 1000 A.C. sugieren el uso de Azufre para el
control de ciertas plagas; los antiguos romanos también usaban Azufre pero para el control de los
insectos, por otro lado en el siglo nueve los chinos usaban una mezcla de Arsénico con agua para
combatir a los insectos. Por 1600 A.C. el tabaco se us6 como insecticida de contacto contra
insectos de la pera, y por 1773 se usO la nicotina para la fumigacion. Incluso el Mercurio se
utiliz6 para proteger a las semillas de los hongos en 1890.

Los primeros insecticidas y herbicidas organicos sintéticos fueron desarrollados a
principios de 1900, conocidos como plaguicidas de segunda generacion; esto precedio al
subsiguiente descubrimiento y produccion de cientos de plaguicidas organicos sintéticos a
principios de 1940. Los hidrocarburos organoclorados como el Clordano, Aldrin, Dieldrin,
Heptaclor se produjeron comercialmente en 1940, los organofosforados (Paration, Malatidn, entre
otros) empezaron a producirse a principios de 1950, a finales de la misma década se desarrollaron
los carbamatos que incluian insecticidas, herbicidas, y fungicidas.

Los plaguicidas estan presentes en la vida cotidiana con el propdsito de mejorar la calidad
de vida de los humanos, animales y plantas. En lo que corresponde al sector agricola, se usan
desde el tratamiento a las semillas, pasando por las aplicaciones al suelo al momento de la
siembra. Si se trata del sector pecuario existe la necesidad de combatir la garrapata del ganado y
los piojos de las aves. En el sector de la salud para el combate de insectos y vectores de
enfermedades, también los perros, los gatos y otros animales domésticos son sujetos de
tratamientos con plaguicidas y por Gltimo en los hogares para combatir a las ratas, cucarachas,
moscas y mosquitos.

En la figura 1 se ilustran las cantidades de herbicidas, fungicidas e insecticidas méas
usados por tres grupos principales en los Estados Unidos de Norteamérica.
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Figura 1.- Monto de plaguicidas usados en tres principales sectores en los Estados Unidos
de Norteamérica®

A pesar de los temores y problemas reales que ello ha creado, los plaguicidas son
responsables del bienestar fisico de muchas personas y animales en el mundo; también han
contribuido a que se tengan estandares de vida altos como en Estados Unidos de Norteamérica
(USA por sus siglas en inglés), debido a la eficiencia en la produccién alimentaria. En 1850 cada
agricultor en USA producia suficiente comida para él y 3 personas mas, cien afios después (1960)
era posible producir suficiente comida para el y 24 personas, 45 mas para 1970 y 78 méas en 1990.
Para el 2000 cada agricultor necesita producir para mas de 135 personas, ya que la poblacion
mundial se estima que es de mas de 6 mil millones de personas. En el presente, hay una gran
presion en la agricultura del mundo para incrementar su produccion agricola, para alimentar y
vestir a la poblacion extra debido a que los suministros de comida no son suficientes para
satisfacer el hambre de la poblacion en total, ya que hay pérdidas en la agricultura y competencia
con nuevas plagas.

l.1.- PLAGUICIDAS Y EL MEDIO AMBIENTE®**

En el pasado, el problema de las plagas se habia resuelto sin una apreciacion completa
sobre los efectos en plantas, animales y el medio ambiente y algunos de sus efectos han sido
desafortunados. Hoy los cientificos concuerdan que la primera regla en el control de plagas es
reconocer gue es un problema complejo, que involucra a sus depredadores naturales, a otras
plagas y la relacion de otros factores como el agua, aire, suelo, variedad de plantas, practicas
culturales, gente y vida silvestre. En general es deseable plaguicidas especificos para el control de
plagas y que sean disponibles, pero el costo aumenta debido al intervalo de aplicacion que llega a
ser muy limitado y es claro que las diferentes especies responden no de la misma manera a la
variedad de formas y concentraciones de los plaguicidas®.

La calidad del ambiente se ha convertido en un problema grave y por ello la urgencia de
proteger a éste y a sus habitantes. Muchos de los que utilizan plaguicidas los consideran como
una forma de preservar el ambiente, pero otros los citan al inicio de una lista de principales
contaminantes, es dificil de distinguir el punto en el cual un plaguicida es considerado una
herramienta benéfica o un contaminante. En general, los plaguicidas son un problema cuando se



dispersan fuera del area de interés y algunos presentan caracteristicas de no biodegradables y son
acumulables, lo que ha enfatizado el problema en el caso de derrames, falta de cuidado de las
reservas acumuladas, de los contenedores vacios, abuso en el uso de plaguicidas y falta de
informacion sobre el uso de ellos.

Existen seis areas principales, aparte del humano, que requieren proteccién. Estas areas
son: suelo, aire, insectos beneficiosos, plantas, vida silvestre y agua.

Suelos fértiles y sanos son un requerimiento absoluto para alimentar el creciente nimero
de personas y para ello es necesario la ayuda de los plaguicidas, frecuentemente estos se adhieren
a las particulas finas del suelo. Una dosis excesiva que permanezca en el suelo por grandes
periodos de tiempo, dafia a las plantas y microorganismos que son parte de su recuperacion y el
destino de los plaguicidas puede ser como los mostrados en la figura 2.
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Figura 2.- Ciclo de un Plaguicida®

Por otro lado, el aire es necesario para las plantas y animales para vivir, tiene la habilidad
de mover particulas largas distancias y la mayoria de las veces esta habilidad es aprovechada para
la aplicacion de plaguicidas, pero éstos no son controlables y pueden instalarse en el agua, areas
boscosas, areas densamente pobladas o lugares alejados del lugar de aplicacion como lo son las
regiones polares, dando como resultado una contaminacion de estos lugares. La principal fuente
de contaminacién del aire por plaguicidas es debida a la aplicacion directa y aplicacion aérea. La
cantidad de plaguicida que entra a la atmosfera es determinada por el viento, condiciones de
temperatura, la formulacion del plaguicida, el tamafio de particula, condiciones climaticas,
aditivos, métodos de aplicacion y tipo de compuesto aplicado.

No menos importante es la proteccidn hacia insectos beneficiosos debido a que en algunos
casos sin la polinizacion que llevan a cabo no habria cosechas, reduciendo la produccién agricola,
con el resultado de un aumento del costo de los alimentos para los consumidores. Por otro lado,
uno de los destinos de los plaguicidas es la proteccion de las plantas contra plagas como: insectos
y hongos, pero también las pueden dafiar provocandoles fitotoxicidad.

La vida silvestre también ha sufrido efectos por el uso de plaguicidas, debido a que los
efectos toxicos para cada animal es desconocido, lo que para unos pueden ser ligeramente
toxicos, para otros pueden ser muy toxicos. Asi como existen plaguicidas que no son persistentes



y se descomponen rapidamente en otros menos peligrosos, existen los que son persistentes como
los organoclorados que se acumulan en la cadena trofica, que tardan afios en descomponerse y
son dificiles de eliminar ya que se acumulan en el tejido graso aumentando de manera progresiva
a lo largo de la cadena alimenticia, principalmente en especies depredadoras (figura 3).
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Figura 3.- Aumento de la concentracién de DDT en la cadena alimenticia®

Finalmente, el agua es uno de nuestros mas importantes recursos, sus propiedades y
abundancia la hacen necesaria para todos los tipos de vida. El agua contaminada puede cubrir
alguna de nuestras necesidades, pero no las mas basicas. En general, toda forma de vida necesita
agua limpia para sobrevivir. Los plaguicidas entran en el agua de diferentes formas: puede ser
que se aplique directamente para el control de plantas acuaticas o animales, que entren al agua
por accidente debido a que se han rociado algunas tierras cercanas, por lixiviacion del suelo,
arrastre por aire, precipitacion atmosférica, etc., como se ve en la figura 2.

1.2.- CLASIFICACION®

Los plaguicidas se pueden clasificar de varias maneras, a continuacion se presentan las
mas comunes, segun el catdlogo de La Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y
uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas® (CICLOPLASFEST por sus siglas).

1.2.1.- Concentracion

a) Plaguicida técnico: la méaxima concentracion del ingrediente activo obtenida como
resultado final de su fabricacion, de la cual se parte para preparar un plaguicida formulado
(NOM-045-SSA1-1993).

b) Plaguicida formulado: mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos, con uno 0 mas
ingredientes conocidos como “inertes”, cuyo objeto es dar estabilidad al ingrediente
activo o hacerlo util y eficaz; constituye la forma usual de aplicacion de los plaguicidas
(NOM-045-SSA1-1993).

1.2.2.- Organismos gue controlan
a) Insecticida: Control de insectos. ¢) Fungicida: Control de hongos.
b) Acaricida: Control de &caros. d) Bactericida: Control de bacterias.
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e) Herbicida: Control de hierba vy f) Rodenticida: Control de roedores.

maleza. g) Molusquicida: Control de moluscos.

1.2.3.- Modo de accién
a) De contacto: Actla principalmente al ser absorbido por los tejidos externos de la plaga.
b) De ingestidn: Debe ser ingerido por la plaga para su accion efectiva.
c) Sistémico: Al aplicarse en plantas o animales, se absorbe y traslada por su sistema

vascular a puntos remotos del lugar en que se aplica y en los cuales actua.

d) Fumigante: Se difunde en estado gaseoso o de vapor y penetra por todas las vias de

absorcion.

e) Repelente: Impide que las plagas ataquen.
f) Defoliante: Causa la caida del follaje de las plantas.

1.2.4.- Composicién quimica
a) Compuestos inorganicos: Estos son compuestos que carecen de carbono (derivados de

cobre, azufre, zinc y aluminio).

b) Compuestos orgéanicos: Contienen atomos de carbono en su estructura quimica, la

mayoria son de origen sintético, algunos son extraidos de plantas y pertenecen a distintos
grupos o familias quimicas, que pueden tener caracteristicas comunes y en cualquiera de
ellos puede haber insecticidas, acaricidas, herbicidas, fungicidas u otros tipos de
plaguicidas.

c¢) Plaguicidas biologicos: Se llama asi a los virus, microorganismos o sus metabolitos,

formulados como insumos, que pueden controlar a una plaga en particular.

1.2.5.- Uso al que se destinan

a)

b)
c)

d)
e)

f)
9)

Agricolas: Uso en sistemas de produccion agricola, y en productos y/o subproductos de
origen vegetal.

Forestales: Uso en bosques y maderas.

Urbanos: Uso exclusivo en areas urbanas, industriales, areas no cultivadas, drenajes,
canales de riego, lagos, presas, lagunas y vias de comunicacion.

Jardineria: Uso en jardines y plantas de ornato.

Pecuarios: Uso en animales o instalaciones de produccion intensiva o extensiva cuyo
producto serd destinado al consumo humano o a usos industriales. Incluye el uso en
animales domesticos.

Domeésticos: Uso en el interior del hogar.

Industriales: Se utiliza como materia prima en el proceso industrial para la formulacion de
plaguicidas o productos de uso directo. (NOM-045-SSA1-1993, NOM-046-SSA1-1993).

1.2.6.- Clasificacion de formulaciones por su estado fisico
a) Formulaciones solidas, las cuales pueden tener las siguientes formas.

Sélido técnico de granulo fino técnico.

Polvo técnico de granulo soluble.

Polvo pasta solida.

Polvo humectable en perdigones o comprimidos.
Polvo micronizado y micro-encapsulado.

Polvo soluble en cebo envenenado.
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Tabletas o pastillas de blogue parafinado.
Gréanulo técnico de collares.
Granulo dispersable en jabon.

b) Formulaciones liquidas, pueden ser:

Liquido técnico en disolucion concentrada.

Liquido so6lo para coadyuvante en disolucion concentrada técnica.
Liquido viscoso técnico.

Concentrado emulsionable.

Liquido soluble.

Emulsion o dispersion.

Liquido miscible en pasta gelatinosa.

Suspensidn acuosa técnica.

Concentrado para ultra-bajo-volumen.

Disolucion acuosa.

¢) Formulaciones gaseosas
Las formulaciones gaseosas son gases licuados o comprimidos.

1.2.7.- Clasificacion de la toxicidad de los plaguicidas

La clasificacion de la toxicidad se realiza con base en la DLsy expresada en mg/kg, que
fue recomendada por la OMS en su vigésima octava asamblea. En este caso la DLsp hace
referencia a la obtenida en ratas cuando el plaguicida se administra por via oral o dérmica, en
forma aguda. Un concepto paralelo es la CLsp aguda, que es la concentracién de una sustancia en
el aire que causa la muerte del 50% de la poblacion de las ratas de prueba; se expresa en mg/m® o

en partes por millon (ppm). La clasificacion segun estos criterios se presenta en la tabla Il.

DLsgen mg/Kg CLsp por
Oral Dérmica inhalacion de
Categorias Solido Liquido Solido Liquido vapor mg/L
Mas Hasta Mas Hasta Mas Hasta Mas Hasta Mas Hasta
de de de de de
Extremadamente | | 55 | | 200 | -~ | 100 | — | 400 | -~ | 05
toxicos
Altamente 50 | 50.0 | 20.0 | 200.0 | 10.0 | 1000 | 40.0 | 4000 | 05 | 20
toxicos
Moderadamente | 5 | 5000 | 2000 | 2999 | 100.0 | 1990 | 4000 | 9% | 20 | 100
toxicos 0 0 0
nggrgmente 5000 _ 2000. _ 1000. 4000 10.0
toxicos 0 0

1.2.8.- En funcioén a la persistencia

a) Ligeramente persistentes: menos de cuatro semanas.

b) Poco persistentes: de cuatro a veintiséis semanas.

c) Moderadamente persistentes: de veintisiete a cincuenta y dos semanas.
d) Altamente persistentes: mas de un afio y menos de veinte.

e) Permanentes: mas de veinte afios.
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1.2.9.- Clasificacién desde el punto de vista quimico

Esta clasificacion tiene mayores ventajas ya que permite agrupar a los plaguicidas con un
criterio mas uniforme y cientifico. De esta manera se puede agrupar en familias de grupos de
compuestos que comparten estructuras y propiedades fisicoquimicas y toxicolégicas similares.
Las principales familias de plaguicidas son:

a) Organoclorados. f) Compuestos de amonio cuaternario.
b) Organofosforados. g) Antrazinas.

c) Carbamatos. h) Bencimidazoles.

d) Fenilureas. i) Pirimidinas.

e) Fenoxiacidos j) Piretrinas.

1.3.- PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS (OPC’s por sus siglas en
inglés)® "8

Agrupa a un considerable nimero de compuestos sintéticos, cuya estructura quimica
corresponde a los hidrocarburos clorados, la mayoria son empleados como insecticidas, presentan
una elevada toxicidad, son elevadamente persistentes en el suelo, poseen una gran estabilidad y
afinidad por los tejidos grasos y se bioacumulan a lo largo de la cadena tréfica®.

Dentro del grupo de organoclorados puede distinguirse cinco subgrupos:

¢ Derivados halogenados de hidrocarburos aromaticos: DDT y compuestos analogos,
tales como DDE, DDD, Diclofol, Metoxicloro y Ciclobencilato.

¢ Cicloalcanos clorados: Isdmeros del Hexaclorociclohexano, dentro de los cuales el
mas conocido es el Lindano (isomero gama).

¢ Ciclodienos clorados: Aldrin, Dialdrin, Endrin, Endosulfan, Mirex, Clordano.
¢ Terpenos clorados: Conflecor o Toxafeno.
¢ Derivados decaclorociclodecanos: Clordene, Delorane, Levulinato.

1.3.1.-Derivados halogenados de hidrocarburos aromaticos
H

uQﬂa

Cl
Figura 4.- Estructura del DDT

Dentro de estos derivados clorados, el Diclorodifeniltricloroetano o DDT por sus siglas es
el que ocupa el lugar privilegiado y ostentd un sitio de primacia, con una gran produccion
mundial y a pesar de los ataques de que ha sido objeto, debe reconocerse su positiva contribucion
a la salud humana, en su lucha contra parasitos que atacan al hombre o los vectores de
enfermedades tales como el paludismo. EI DDT técnico empleados en las formulaciones no
corresponde a un producto puro, sino que es una mezcla de isomeros entre los cuales el mas
abundante y efectivo es el p,p-DDT existiendo cantidades mas o menos considerables del
isémero o,p- DDT, 0,0-DDT y de p,p-DDD, junto con p-Diclorobenceno y otras impurezas

13



derivadas de su sintesis. El producto mas activo es el p,p-DDT, seguido del p,p-DDD y a mucho

mayor distancia se encuentra el isbmero 0,p-DDT, como se muestra en la tabla I11.

Productos en DDT técnico | Anopheles | Drosophila | Heliothrips
p,p-DDT 0.002 1.0 0.001
0,p- DDT 0.012 145.0 >0.1
p,p-DDD 0.0025 17.0 0.006

Tabla I11.- Dosis letal de DDT para 50% de mortalidad (LC-50)®

El DDT es practicamente insoluble en agua (s6lo 0.0012 ppm) pero se disuelve en
disolventes organicos, aceites y grasas con un coeficiente de reparto claramente favorable hacia
el aceite y por ello cuando se ingiere, se acumula en los tejidos grasos, pudiendo pasar a la leche.
Otra propiedad notable es su bajisima presién de vapor (1.5x107 mm de Hg), poseyendo una
volatilidad my escasa, lo cual unido a su poca sensibilidad a la luz ultravioleta de los rayos
solares; explica su notable resistencia. Su espectro de accion es muy amplio, lento y mejor a bajas
temperatura que a las elevadas.

El abuso del DDT en aplicaciones repetidas provoco el desarrollo de resistencias en
insectos sensibles al DDT, esta resistencia se atribuye a la presencia una enzima especifica capaz
de deshidroclorarlo y transformarlo en el derivado Etilénico o DDE, inocuo al organismo. Esta
transformacion tiene lugar de modo principal en el esqueleto cloroférmico del DDT (figura 5)
que es el que sufre los mayores cambios.

z
I;|{C—CCL3
Figura 5.- Esqueleto cloroférmico del DDT

En los vertebrados es comun la presencia en orina y heces del producto de oxidacion que
se forma a través de varias etapas (figura 6).

7z
HC—COOH
&
Figura 6.-Productos de oxidacion del DDT

Pero esta transformacion comprobada en rata y mono y otros vertebrados, no es la norma
para el hombre, en el cual el DDT se almacena bajo la forma del derivado etilénico del DDT, o
sea el DDE: completamente inactivo como insecticida.

:L}:ccl_2

Figura 7.- Derivados etilenicos del DDT
Analogos del DDT
El descubrimiento de las excelentes propiedades insecticidas del DDT, desarrollo la
busqueda de compuestos de constitucion similar, varios de los cuales han llegado a
comercializarse.
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El Metoxiclor es, sin duda el mas conocido y empleado de tales analogos, su espectro de
accion es similar al del DDT, pero con una accion mas suave y no se acumula en el tejido graso.
El DDE o DDD (conocido también como Rothane) es uno de los metabolitos del DDT que se ha
empleado como insecticida en algunos problemas como larvas de mosquitos. El Perthane o Etilan
se ha usado contra psilas y otras plagas.

El Prolan y Bulan contienen grupos nitro en vez del grupo cloroférmico caracteristico del
DDT. No se emplean aislados, sino bajo la marca “Dilan” (25% Prolan y 75% Bulan). Por ultimo
y como analogos del DDT debiera considerarse aqui el Clorobenzilato, Dicofol, Dimite, Tedion
entre otros.

En cuanto a la accion toxica del DDT los caminos que la conducen no son muy claros,
solo recientemente se ha podido encontrar teorias sugerentes y coherentes. Actualmente va
ganando la propuesta de que el DDT actla por inhibicién de la enzima ATP-asa que regula los
iones de calcio de la membrana celular, impidiendo asi el retorno de la membrana nerviosa a su
estado de equilibrio.

1.3.2.-Derivados halogenados de cicloalcanos

/N

Figura 8.-Esteroisdmeros del Hexaclorociclohexano

El principal representante de este grupo es el Hexaclorociclohexano, conocido
abreviadamente como HCH, sigue en historia y popularidad al DDT. El HCH se obtiene por
cloracion del benceno por irradiacion de luz ultravioleta, originandose una mezcla de ocho
estereoisomeros de los cuales cinco se pueden encontrar en el producto crudo (70% como o-
HCH, 6% B-HCH, 13% y-HCH, 6% 6-HCH y &-HCH en trazas) ademas, contiene cantidades
menores de subproducto como el Heptaclorociclohexano, y el Octaclorociclohexano. La
actividad insecticida de tales isdmeros es muy distinta y solamente el isomero y-HCH presenta
una accion relevante y acusada.

Con el uso de métodos fisico-quimicos se ha podido conducir la sintesis a productos mas
ricos en isomero gamma que el HCH normal y empleando disolventes selectivos se consigue
separar dicho isdbmero en estado de gran pureza, recibiendo entonces el nombre de Lindano, con
este término se designa el isomero y del HCH, con un minimo de riqueza; cualquier otro producto
de riqueza inferior al 99% podréa ser considerado HCH enriquecido, pero no Lindano. El producto
puro posee una presion de vapor de 9x10° mm de Hg a 20°C, lo cual le permite tener una accién
fumigante en atmosfera seca, es estable al calor, es méas soluble al agua (10 mg/L) que el DDT,
soluble en acetona, benceno, cloroformo y etanol. Es estable a la accion de la luz solar, al
oxigeno del aire, al calor y a los acidos concentrados. Sin embargo, en medios alcalinos se
descompone y libera con facilidad HCI.

El Lindano tiene aplicaciones mas extensas que el HCH, pues no posee inconvenientes
como proporcionar olor y sabor a las plantas tratadas, ni se acumulan en tejido graso, ni pasa a la
leche, por lo que se usa en la ganaderia, se ha encontrado que el Lindano aplicado al suelo sufre
deshidrocloracion transformandose en y-pentaclorociclohexano, de accion insecticida unas mil
veces inferior a la del Lindano, con la adicion de oxigeno y deshidrocloracion puede formar
2,4,5-Triclorofenol y 2,3,4,6-Tetraclorofenol.
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1.3.3.-Derivados ciclodiénicos
Bajo esta denominacion englobamos aqui tres grupos de insecticidas que se caracterizan

por una estructura quimica similar, que consiste fundamentalmente en un anillo ciclico con doble
enlace y puente metilénico, el cual puede estar unido o no a otro anillo, u otros grupos.
Atendiendo a su constitucion quimica podemos formar tres series:

a) Derivados de dimetanonaftaleno: Aldrin, Dieldrin, Isodrin y Endrin.

b) Derivados de indano: Clordano y Heptacloro.

c) Derivados de bicicloheptano: Telodrin, Endosulfan, Ciclodan, Bromodan.

Los insecticidas del primer grupo son muy homogéneos entre si y podemos dividirlos en
dos categorias distintas: una formada por los predecesores y otra por sus epéxidos, como sigue:

Predecesores Epdxidos
Aldrin Dieldrin
Isodrin Endrin

Tabla IV.- Derivados del Dimetanonaftaleno

Todos ellos gozan de actividad insecticida y los predecesores son isomeros entre si,
distinguiéndose solamente por las posiciones respectivas de dobles enlaces que pueden ser endo-
endo (del mismo lado) o endo-exo (uno a cada lado) como expresan las formulas esquematicas a
continuacion:

Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl
Aldrin Isodrin

Figura 9.- Isomeros de Aldrin

En las formulas expresadas en la figura 9 puede abrirse un doble enlace y captar un atomo
de oxigeno, forméandose el epdxido que caracteriza a los insecticidas Dieldrin y Endrin.

El Clordano y Heptacloro son mezclas de isobmeros y compuestos relacionados. En la
sintesis del Clordano inicialmente contenia 70% de los isémeros alfa (endo-cis) y beta (endo-
trans), el otro porcentaje lo constituian productos relacionados como Heptacloro, Eneacloro,
Decacloro y anélogos al compuesto principal. El perfeccionamiento de los métodos de sintesis y
purificacién han permitido obtener hasta un 95% de los isomeros cis, trans (70% cis y 25% de
trans) y el 5% o menos de productos relacionados. El Heptacloro técnico consta de un 72% o méas
de Heptacloro y el resto son compuestos afines. ElI Clordano y el Heptacloro al igual que el
Aldrin se pueden transformar en sus epoxidos tanto en el suelo, como en animales o en sistemas
bioldgicos. Estos epoxidos son bastantes estables, especialmente en insectos y su metabolismo es
lento produciéndose una variedad de compuestos. El Dieldrin y anélogos producen trans-diol y

16



también con frecuencia, Pentacloroacetano. En el caso de los derivados del Indano se originan
productos mas insaturados, como el Clordene, de metabolizacién lenta y dificil.

A excepcion del Endrin, el principal empleo de estos productos ha sido en el tratamiento
de suelos, debido a sus presiones de vapor, como se ve en la tabla V.

Aldrin 20x10° mm de Hg 20°C
Clordano 10x10° mm de Hg 25°C
Dieldrin 0.18x10° mm de Hg | 25°C
Endrin 0.20x10° mm de Hg | 25°C

Tabla V.- Presion de vapor de derivados de Ciclodiénicos

Los insecticidas incluidos en la tercera serie de este grupo son: Clorbiciclen, Bromociclen,
Endosulfan e Isobenzan (Telodrin). EI Endosulfan es el Unico que ha alcanzado un extenso uso
agricola, consta de dos isomeros denominados alfa y beta que se encuentran en cuantias del 70%
y 30% respectivamente en el producto técnico.

En su metabolismo, el Endosulfan se oxida y proporciona el Endosulfan-diol, la lactona,
el Endosulfato y otros productos, cuya preponderancia varia segun el organismo metabolizante.

1.3.4.-Terpenos clorados

El dnico insecticida de este grupo es el Camfeclor, conocido como Toxafeno, el cual es
una mezcla muy compleja cuya constitucion no esta del todo dilucidada. EI producto principal de
la mezcla corresponde a una composicion expresada por la formula empirica CyoH10Clg. Los
compuestos separados que forman a la mezcla (aunque no completamente puros), pueden ostentar
desde ninguno hasta once atomos de cloro, incluso cada uno de ellos puede presentar varias
isomerias, aunque solo el 56% del total de la mezcla esta formada por los compuestos con 7 'y 8
atomos de cloro. La falta de precision en su constitucion ha hecho que organismos
internacionales como la FAO y la OMS sean reluctantes a conceder tolerancia a estos productos y
han restringido su uso.

1.3.4.-Derivados decaclorociclodecanos

Estos derivados ocupan una posicion singular dentro de los insecticidas clorados, méas por
sus aspectos técnico cientificos y quimiobioldgicos, que por su amplitud de aplicaciones, sujetos
a graves reparos. Estos insecticidas se derivan de una estructura en forma de “caja” como sigue:

o ClR1
cl §|—R2
cl

Cl

Cl

Cl

cl
Figura 10.- Estructura base para los derivos Decaclorociclodecano

En esta “caja” todos los atomos de carbono estadn unidos a atomos de cloro, menos los

sefialados con los enlaces libres R1 y R,. Son los sustituyentes en estos radicales lo que diferencia
a los tres insecticidas pertenecientes a este grupo:
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Ri=H Q I
—CH,—C-CHp,—CH,—CO—CHs

R]_RZ:O R1:R2:C| Rz
Clordeno Declorano Levulinato
(Kepene) (Mirex) (Kelevan)

Figura 11.- Sustituyentes R; y R, del Pentaclorociclodecano

El Clordeno y el Declorano presentan caracteristicas comunes, como su alto grado de
cloracion, dificultad de metabolizarse o eliminarse, riesgo de carcinogenia en ratas y ratones, por
lo que estan limitados a unos cuantos usos. En cambio el Kelevan, por la presencia del grupo R;
(4cido Levunilico), hace menos dificil su metabolismo y su empleo es mas extenso®.

Los OPC’s han sido los plaguicidas mas criticados por los grupos ecologistas desde que
en 1962 una publicacién de la bidloga Marina Rachel Carson’s® causé sospechas en su uso y se
encontrd que tienen grandes efectos negativos en el medio ambiente debido a sus caracteristicas
de “persistencia” y que ademas son “acumulativos”, asi como por la asociacion con
enfermedades como el cancer y mutagénesis entre otras. Pero otro lado que no debe echarse al
olvido el gran beneficio que para la salud humana ha significado el advenimiento del DDT vy
otros OPC’s, en su lucha contra parasitos o vectores de enfermedades que atacan al hombre, a los
mayores rendimientos y calidad en las cosechas al luchar contra una amplia gama de plagas
agricolas. Y debe decirse que cada derivado posee sus caracteristicas propias de modo tal que los
inconvenientes consecuentes al uso de algunos de ellos no deben ser extrapolados a los demas.

1.4- NORMATIVIDAD DE LOS LIMITES PERMITIDOS DE
PLAGUICIDAS EN AGUA®10

Hoy en dia la agricultura es mas intensa en el mundo, y parece inevitable el uso de
quimicos para el control de plagas, por lo que se han de incrementar las leyes y regulaciones en el
uso de plaguicidas en los diferentes paises, basadas no sélo en su empleo, sino también en la
proteccion a los usuarios, a los consumidores de productos tratados, en la prevencion de
contaminacion y salvaguarda del medio ambiente.

En el mundo la normatividad sobre el uso de la variedad de plaguicidas es diferente
debido a las condiciones sociales, econdmicas, ambientales y las diversas necesidades para
combatir a las plagas. Pero sin duda, es necesaria la regulaciéon del uso de plaguicidas, ya que
éstos pueden ser transportados por una ruta importante como lo son las precipitaciones
atmosféricas, dando como resultado la contaminacion de los reservorios de aguas alejadas del
lugar donde se aplico el plaguicida, por ejemplo los lagos de las montafias o hasta las regiones
polares.

Por eso, no es de sorprenderse que desde 1970, cuando se detectd por primera vez la
presencia de plaguicidas en el agua del rio Rin, en Europa, se desarrollaron varios programas de
control monitorio, con el proposito de comprobar la calidad del agua. ElI programa empezé a
trabajar en 1977 y los participantes de este proyecto fueron Alemania, Francia, Luxemburgo,
Suiza y los Paises Bajos. Desde entonces los plaguicidas han sido evaluados en aguas
superficiales y subterraneas en el mundo®.

En Europa, la presencia de plaguicidas en el agua para consumo humano esta regulada por
la Directiva Europea 98/83/EC que establece la concentracion maxima de cada plaguicida a 0.1
ngL™ y para plaguicidas totales de 0.5 pugL™. También ha establecido concentraciones maximas
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individuales de 0.03 pgL™ para plaguicidas como Aldrin, su epéxido Dieldrin, Heptacloro y el
epoxido de Heptacloro™?,

Por otro lado en Estados Unidos de Norteamérica, en 1970 se cred la Agencia para la
Proteccion del Medio Ambiente (USEPA por sus sigla en inglés) la cual es la responsable de la
regulacion de los plaguicidas, de las investigaciones relacionadas con ellos, del marco de
tolerancia y el programa de monitoreo. La oficina del agua de la USEPA establecio regulaciones
para el agua potable mas acordes con los limites admisibles para la salud, ya que los diferentes
plaguicidas no presentan similitud en sus toxicidades. Asi por ejemplo se tiene un nivel limite de
10 pgL™? para Aldicarb y 200 pgL™ para Oxamilo™?. Por esta razén los limites de deteccion y
cuantificacion de la mayoria de los métodos de analisis de vestigios de plaguicidas en agua se
encuentran en las partes por billon y en las partes por trillon®.

México, por su parte ha creado la Comisidn Intersecretarial para el Control del Proceso y
uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas (CICLOPLAFEST), la cual publicé en los
afios de 1991 y 1998 el Catalogo Oficial de Plaguicidas, que contienen los productos registrados,
sus usos autorizados, sus caracteristicas principales, asi como las indicaciones para uso e
informacién sobre los riesgos que los mismos implican y sobre el tratamiento en caso de
intoxicaciones.

En este catdlogo se encuentra una lista de plaguicidas prohibidos en México, para su
importacion, fabricacion, formulacién, comercializacion y uso.

Acetato o propinato de Fenilo Endrin Mirex
Acido 2,4,5-T EPN Monuron
Aldrin Erbon Nitrofen
Cianofos Fluoroacetato de sodio Paration Etilico
Cloranil Formation Scradan
DBCP Fumisel Sulfato de Talio
Dialofor HCH Toxafeno
Dieldrin Kepone/clordecone Triamifos
Dinoseb Mercurio

Tabla VI.- Lista de plaguicidas prohibidos en México®

También se puede encontrar una lista de plaguicidas restringidos como el DDT, que por
su alto riesgo para la salud humana, su elevada persistencia y sus propiedades de bioacumulacién
solo es utilizado por las dependencias gubernamentales en campafas sanitarias.

Aldicarb Mevinfos
Dicofol Paraquat
Forato Pantaclorofenol
Lindano Quintozeno
Metoxicloro DDT

Tabla VII.- Lista de plaguicidas restringidos en México®
En la Ley Federal de Derechos, disposiciones aplicables en materia de Aguas Nacionales,

se encuentran los parametros que se deben de cumplir para los lineamientos de calidad del agua,
de acuerdo con el grado admisible correspondiente al destino inmediato posterior. Para que no se
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pagué el derecho sobre el agua que regrese a su fuente original o que sea vertida en cualquier otro
sitio previamente autorizado por la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA por sus siglas)?.

Usos | 1 \ 2 \ 3 \ 4
Parametros (en mg/L)

Aldrin 0.001 0.02 0.0003 0.0074
BHC 0.0005 0.0005 0.0005
BHC

(Lindano) 0.001 0.000004
DDD 0.001 0.00001 0.00001
DDE - 0.04 0.01 0.0001
DDT 0.001 0.001 0.0001

Dieldrin 0.001 0.02 0.002 0.0009
E”doju[ga” (0 0.07 00002 | 0.00003
Endrin 0.0005 0.00002 0.00004
Paratién 0.0001 0.0001 0.0001

Uso 1.- Fuente de abastecimiento para uso publico y urbano.

Uso 2.- Riego agricola

Uso 3.- Proteccion a la vida acuatica: agua dulce incluyendo humedales.
Uso 4.- Proteccidn a la vida acudtica: agua costeras y estuarios.

Tabla VI11.- Lineamientos de calidad para el agua residual autorizado por CONAGUA®%

La norma oficial México NOM-127-SSA1-1994, "Salud ambiental, agua para uso y
consumo humano —limites permisibles de calidad y tratamiento a que debe someterse el agua para
su potabilizacion” establece la cantidad de: Aldrin y Dieldrin (separados o combinados) de 0.03
ugL™, Clordano (total de isémeros) 0.30 ugL™ , DDT (total de isémeros)1.00 pgL™, y-HCH
(lindano)2.00 pgL™, Hexaclorobenceno0.01 pgL™, Heptacloro y epéxido de Heptacloro 0.03
ngL™y Metoxicloro 20.00 pgL™.

La creciente preocupacion acerca de la calidad y seguridad del medio ambiente hizo que
organizaciones como la Unién Europea, la Agencia para la Proteccion de Ambiente de los
Estados Unidos de Norteamérica (USEPA, por sus siglas en inglés) y otras organizaciones
afiliadas, cada una por su parte compilaran una lista de los contaminantes prioritarios y
establecieran reglas y regulaciones para su control. Como consecuencia ha habido un incremento
rapido en la demanda de métodos para la determinacion de una amplia variedad de contaminantes
en diversas matrices. Una matriz de vital importancia es el agua, por lo que muchos laboratorios
se han enfocado en el andlisis de aguas, fluviales, potables, subterraneas, pluviales, residuales,
maritimas, etc. Dentro de los contaminantes que aquejan al agua se encuentran los plaguicidas
organoclorados, algunos de ellos estan incluidos en la lista de los 132 contaminantes prioritarios
aceptada desde 1982 por la comunidad Europea que coincide con la USEPA sin embargo, la
USEPA especifica métodos analiticos para su determinacion %3,
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TEMAI1I

METODOLOGIA DE ANALISIS

Al estudiar y trabajar con la informacion encontrada en la revision bibliografica para este
trabajo, se encontrd que las metodologias coinciden en las siguientes etapas para la determinacion
de los plaguicidas organoclorados en agua.

I. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA.
II. ELECCION DEL METODO A UTILIZAR.
I1l. MUESTREO.
IV. PREPARACION O TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.
V. PROCEDIMIENTO ANALITICO.
VI. TECNICA DE DETERMINACION.
VIl. EVALUACION DE RESULTADOS E INFORME.

Los puntos 1V, V y VI se encuentran subrayados debido a que a pesar de que se separan
estas etapas para un mejor entendimiento éstas se encuentran relacionadas entre si para tomar la
decision de condiciones en que se trabaja en c/u de ellas.

Por lo anterior en este capitulo se explicara y desarrollara el trabajo revisando cada etapa
y asi describir la informacidn encontrada y desglosarla de una forma légica y ordenada como se
llevaria a cabo al aplicar una metodologia de anélisis.

I.- IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

En esta etapa los métodos indican qué problema pueden resolver, qué tipo de muestra se
va analizar, qué informacién se busca, si es un analisis cualitativo o cuantitativo y la
instrumentacion requerida. Por lo que desde el titulo de la metodologia se puede observar que ya
se tiene un area restringida de trabajo y de alguna forma se puede inferir el grado de exactitud y
precision que se puede esperar de los resultados.

Ejemplificando, en este trabajo la identificacion del problema analitico es el analisis de
plaguicidas organoclorados en agua utilizando para la determinacion de éstos la técnica de
Cromatografia de Gases. Por ejemplo métodos que cumplen esta identificacion del problema son
los métodos USEPA 508™ y 525% pero cambia si es para aguas de manantiales o residuales,
por lo tanto se puede afinar lo mas posible la identificacion del problema analitico.

Es de importancia indicar que los valores estadisticos que se dan en los métodos, pueden
ser esperados al seguir dicho método siempre y cuando que se aplique la metodologia de manera
completa (sin cambios) para resolver el problema analitico identificado, en el caso de que se varie
algo del método establecido se tendra que demostrar si ese cambio modifica o no los parametros
de calidad planteados para el método original.

I1l.- ELECCION DEL METODO A UTILIZAR

En esta etapa lo que se busca es definir de manera completa el método que se aplicara
para resolver el problema, es decir ya se tomaron en cuenta todas las variantes que deseo resolver
con mi método; como la matriz a trabajar, tipo de muestreo, el sistema o técnicas analiticas a
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aplicar para resolver el problema, valores estadisticos esperables (como limites de deteccion,
etc.), y el aseguramiento de la calidad de los datos, etc.

Ejemplificando con el punto anterior de los 2 métodos mencionados se elige solo uno de
ellos.

Los métodos deben de ser consistentes con el nivel de concentracién del analito que se
pretende determinar y con el tipo de matriz en que se encuentran éstos; es importante que el
método cuente con adecuada precision y exactitud para que los resultados buscados se puedan
lograr de forma eficiente y veraz. También se deben considerar las limitaciones que pueden surgir
por la falta de disponibilidad del equipo, de la cantidad de muestra disponible, del personal, de
tiempos y recursos. Hay otros factores a tomar en cuenta al elegir el método que afectan el costo
y la calidad de los resultados, éstos se resumen en los siguientes:

¢ El nivel de confianza requerido en lo relativo a la identificacion de los analitos.
+ El nivel de concentracion de los analitos que se van determinar.

++ El grado de confianza que se necesita obtener en el resultado.

¢ El grado necesario de validacion del método que se va a emplear.

¢+ El grado de aseguramiento de la calidad de los resultados.

Existen varios métodos cuya clasificacion depende de diversos criterios pero todas estas
categorl’?s )se reducen a cuatro cuando se hace referencia a la fuente que proporciona el método en
-2 (16
cuestion*™.

11.1.- Métodos estandar

Estan desarrolladas por organizaciones de prestigio como la ASTM o la Asociacion
Oficial de Quimica Analitica (Association of Official Analitycal Chemistry, AOAC por sus siglas
en inglés). Estas organizaciones disefian y ofrecen métodos de probada exactitud y precision, que
han sido sometidos a intensas investigaciones antes de adquirir el calificativo de estandar, su
validaciéon se hace necesaria cuando se haya efectuado alguna modificacién o se apliquen a
matrices diferentes a las indicadas por ellos.

11.2.- Métodos oficiales

Son aquellos métodos cuyo uso puede ser exigido por organismos gubernamentales tales
como la USEPA o el Instituto Nacional de Salud y Seguridad Laboral (National Institute of
Occupational Safety and Health, NIOSH por sus siglas en inglés) para satisfacer regulaciones
federales y/o estatales. En estos métodos la exactitud y precision también esta comprobada.

En México estas son las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) y las Normas Mexicanas
(NMX).

11.3.-_Métodos recoqgidos en revistas analiticas

Existe una amplia variedad de revistas prestigiadas, generales y especificas donde
aparecen infinidad de métodos analiticos que deben usarse con suma precaucion y ser sometidos
a un estudio previo de validacion. La serie del Chemical Abstracts, la del Analytical Chemistry
son un buen sitio para comenzar una busqueda de literatura.

11.4.- Métodos desarrollados por algun laboratorio
Existen laboratorios que disefian sus propios métodos para el analisis de algunos
compuestos, debido a que un procedimiento estandar para la determinacion de un analito en una
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matriz no es aplicable para todo tipo de muestra. Por lo que se basan en la informacion de la
literatura sobre dicho analito y los adoptan de acuerdo a sus necesidades.

Por otro lado en esta etapa se encontrd que existen métodos compuestos por algunos de
los antes clasificados para al final hacer una metodologia mucho méas completa. Por ejemplo el
método 8081'" de la USEPA, -“Determinacién de Plaguicidas Organoclorados por
Cromatografia en Matrices Liquidas o Solidas”-, durante su desarrollo requiere de otros métodos
de pregparacién de analitica méas cortos como el 3540 (Extraccion por la Técnica Soxhlet),
35201 (Extraccion Liquido-Liquido) ?/ para procedimiento de limpieza del extracto estan: el
3610“% (Limpieza con Altmina), 3620Y (Limpieza con Florosil), 3630%? (Limpieza con Silica
Gel), 3660¥ (Eliminacion de Azufre).

1Hl.- M UESTREO”G* 24, 25, 26, 27)

Por mucho tiempo los analistas dieron poca importancia a la recoleccion de muestras o
muestreo, pero en las pasadas décadas se han dado cuenta que es el paso mas importante en un
analisis quimico, ya que si ésta no es tomada de forma apropiada, no tiene ningun sentido
quimico, ni econdmico el realizar los analisis planteados. Se debe asegurar que la recoleccion de
muestras sea representativa de la poblacion a estudiar y del lugar donde se muestrea, por ende se
deben tener controles de calidad estrictos para la toma, y de esta forma se evita la deteccion de
falsos positivos.

En general, el método de muestreo depende de la informacidn que se pretenda obtener y
del lugar donde se encuentre la muestra. Para un tipo de matriz como el agua el método de
muestreo varia dependiendo de si es agua de un rio, agua subterranea, pluvial, residual, potable,
de una presa, etc.

Las operaciones mas relevantes consideradas en el muestreo son:

Transporte y
conservacion
de muestra

Recepciéon y
almacenamiento
en laboratorio

Colecta
de muestra

Plan de
muestreo

Cadena de custodia

La toma de muestras ambientales para su analisis es una cuestibn muy compleja cuyo
grado de variacion es tan grande, como numerosas las sustancias y lugares en los que se lleva a
cabo. Las operaciones de toma de muestra ambiental no sélo implican obtener una fraccion
representativa del lugar a analizar, sino que la misma debe ser manipulada de forma que no haya
pérdida de informacién, por lo que resulta necesario llevar un control de calidad del proceso de
muestreo.
Los objetivos para llevar un control del muestreo son:
¢+ Dar cuenta detallada de las razones en la que se basan las decisiones acerca de la eleccién
del nimero de puntos, su localizacion, el momento y periodicidad del muestreo.
¢+ Asegurar la integridad de las muestras, o de los analitos durante el proceso de muestreo y
transporte.
+«+ Garantizar la existencia de una documentacion completa de todos los pasos llevados a
cabo, quién los realizé y las circunstancias en que se llevaron a cabo, esto es conocido
como cadena de custodia.
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Lo anterior permite comprobar el cumplimiento de los protocolos establecidos, las
posibles desviaciones y la justificacion de las mismas. Por lo que se esta sujeto al plan de control
de calidad: la colecta de muestra, su transporte, el factor humano y la documentacién (cadena de
custodia).

Durante la revision bibliogréafica se observo que en general en los métodos analiticos
mencionados en la seccién Il no hacen referencia profunda a algunas operaciones del muestreo.
Un ejemplo son los métodos USEPA y ASTM que no especifican en sus métodos analiticos la
forma de realizar el muestreo, debido a que esto lo presentan en otros documentos separados a
estos métodos analiticos ademas de que indican que para el desarrollo de sus métodos se requiere
de personal calificado y con experiencia, por lo que se intuye que deben tener conocimiento sobre
el muestreo. Ya que el muestreo es un punto critico en cualquier andlisis quimico, se decidid
hablar de forma general de las consideraciones que se deben tomar en cuenta en cada una de sus
operaciones.

I11.1.- Plan de muestreo

El plan de muestreo obliga a pensar mas detalladamente sobre todos los pasos a seguir
durante la toma de muestra, si el plan es claro se evitan errores de interpretacion, da garantia de
que el proceso se ha realizado siguiendo el protocolo deseado y ayuda a asegurar la calidad de los
resultados. La seleccién de una estrategia de muestreo apropiada tiene considerables efectos en la
informacidn, por ejemplo para plaguicidas usados en siembras de temporal es muy importante
determinar la frecuencia conveniente del muestreo, ya que una mala planeacion de esto puede
resultar en grandes desviaciones en la evaluacion de la concentracion promedio anual del
plaguicida.

Los requisitos basicos a considerar en un plan de muestreo son:

a. Informacién sobre la muestra: origen, determinacion del lugar, periodo de toma,
composicion, considerar si el volumen permanece constante con el tiempo y el lugar, si la
matriz estd constituida de una o mas fases en cuyo caso es necesario definir si el analito
debe determinarse en una de ellas o en el total, de acuerdo con el protocolo establecido.

b. Tipo de recipientes a ser utilizados para realizar el muestreo en el sitio y su etiquetado asi
como las condiciones de almacenamiento durante su traslado.

c. Consideraciones especiales como: registrar parametros determinados in situ segun el
protocolo (temperatura, pH, conductividad, etc.), asi como otros datos auxiliares que
pueden ayudar para el proceso de analisis e interpretacion de resultados.

d. El tipo de instrumentacion a ser usado durante el muestreo en caso de requerirse,
incluyendo su mantenimiento y calibracion.

e. Definir el tipo de muestra que se quiere obtener, por lo que puede ser: muestra
representativa (de composicion y propiedades similares al conjunto de muestra), muestra
selectiva (obtenida de una zona determinada), muestra protocolo o sistematica (obtenida
segun un procedimiento establecido), muestra aleatoria (obtenida al azar de un conjunto
de muestras), muestra compuesta (formada por dos 0 mas incrementos, su composicion es
considerada como promedio y elimina la necesidad de analizar un nimero elevado de
muestras).

f. Tipo de muestreo: muestreo intuitivo (basado en la experiencia del muestreador),
muestreo estadistico (implica el analisis de un gran numero de muestras obtenidas
siguiendo un modelo determinado), muestreo por protocolo (viene de un plan especifico y
suele sefalar el tamafio, frecuencia, periodo y lugar de muestreo).

g. Ropay equipo de seguridad para el personal que realizara el muestreo.
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h. Esquemas sobre seguridad y precauciones a tomar durante el muestreo por parte de las
personas que realizaran éste.

I11.2.- Coleccién de la muestra
Para la recoleccion de la muestra los aspectos generales mas relevantes a controlar son los
siguientes:
¢ Actividades previas al campo, como la comprobacion y calibracién de equipos de toma
de muestra, limpieza y embalaje de los envases, etc.

% Tipo de muestra de acuerdo con el protocolo.

¢+ Metodologia de muestreo; las técnicas y el equipo de toma de muestra deben ajustarse,
tanto a los objetivos del muestreo, como a las caracteristicas de la muestra.

¢+ Andlisis realizados en el campo; registrar parametros determinados in situ segun el
protocolo.

s En el caso de analitos sensibles serdn preservados de acuerdo a su protocolo de
conservacion.

%+ Debe comprobarse que todos los materiales utilizados en la toma de muestra no
produciran interferencias en el analisis de la misma. Para ello es preciso emplear blancos
de campo, los cuales sirve para evaluar la contaminacion accidental de la muestra
durante el proceso de obtencién; para ello una vez que se tomo la muestra y lavé el
dispositivo de toma segun el protocolo establecido, este se limpia nuevamente con agua
bidestilada (o disolvente), la cual se recoge en un recipiente, se almacena y somete a los
protocolos de conservacion y transporte para su posterior analisis.

+ La informacion minima sobre la muestras a registrar en el campos es:

*0

Cadigo de identificacion de la muestra.

Proyecto en el que se enmarca la muestra.

Identificacion del punto de muestreo.

Localizacion del punto de toma de muestra.

Fecha y hora de la toma de muestra.

Condiciones meteoroldgicas.

Parametros de toma de muestra (profundidad, dimensiones,...).
Referencia del instrumento y método empleado.

e Descripcion de la muestra.

e Nombre del personal que ha participado en la operacion.

e Enumeracion de incidentes producidos durante la toma de muestra.
e Cualquier tipo de informacién relacionada con el procedimiento de toma de la misma.

Al realizarse la revision sobre las formas de muestreo para plaguicidas en agua se
encontrd que existen principalmente dos tipos, el muestreo aleatorio y el muestreo compuesto. En
el primero la muestra aleatoria se toma en un lugar y tiempo seleccionado al azar, su uso es
apropiada cuando se desea caracterizar la calidad del agua en un tiempo y lugar particular, dar
informacidn acerca de la concentracidon maxima y minima, para analizar parametros que pueden
estar sujetos a cambios®.

Una muestra compuesta se obtiene de la mezcla de varias muestras de igual peso y/o
volumen, obtenidas de forma separada, en intervalos de tiempos regulares y que se almacenan en
el mismo contenedor. Su composicion es considerada como promedio y elimina la necesidad de
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analizar un elevado ndmero de muestras. En sitios que tienen flujos continuos en lugar de la
coleccion de una muestra compuesta, se puede obtener la muestra con el volumen requerido en
un solo paso.

En la tabla IX se presenta algunas formas de colectar una muestra de agua dependiendo
del lugar donde se encuentre.

LUGAR FORMA

Si el flujo es homogeéneo la muestra se toma de forma vertical en el
centro del flujo.

Agua de unrio. | Si el flujo es no homogéneo se muestrea de forma transversal (centro,
derecha, izquierda), verificando la homogeneidad.

La profundidad minima es de 0.3-1.0 m.

La muestra se toma de forma vertical.

A una profundidad de 0.3-1.0 m.

La muestra se obtiene al succionar flujo del agua del pozo por medio
de un sistema de bombeo por un periodo determinado.

Tabla IX.- Ejemplo de algunas tomas de muestra dependiendo del lugar en donde se realiza el
muestreo®

Agua de una presa.

Agua subterranea.

En cuanto a los materiales, equipos y aparatos que se utilizan para la coleccion de las
muestras, el método D3370 de la ASTM® recomienda el uso de algunos aparatos para la colecta
de muestras en conductos cerrados, por ejemplo: condensadores, desgasificadores, frascos
contenedores, reguladores de presion, filtros de muestra, medidores de flujo o caudal entre otros.

111.3.- Transporte de la muestra y conservacion

El lapso de tiempo debido al traslado de la muestra hasta el laboratorio exige, en
numerosas ocasiones, que se garantice la conservacion de la muestra mediante el establecimiento
de un ambiente adecuado. Durante la conservacion se debe procurar al minimo los riesgos de
alteracion que se pudieran generar antes del andlisis, bien sea por adsorcién de gases, por
oxidacion al contacto con la atmdésfera, fotodegradacion, cambios de pH, entre otros. Para evaluar
el impacto que puede tener el transporte y manipulacién en campo de los envases es preciso
emplear blancos de transporte, los cuales consiste en llenar un recipiente con agua bidestilada en
el laboratorio, una vez en el campo se abre el recipiente el mismo espacio de tiempo al necesario
para realizar la toma de la muestra y al terminar ésta se vuelve a cerrar el envase del blanco,
después se somete a los protocolos de transporte para su posterior analisis.

La forma de conservar la muestra durante el transporte y el almacenaje posterior en el
laboratorio depende del tipo de muestra que se va a analizar. Para el andlisis de E)Iaguicidas
organoclorados en agua los métodos estandarizados como los de la USEPA (5081 y 625(9)
recomiendan para prevenir la pérdida de los analitos de interés, evitar factores como:

1.- Pérdida por evaporacion: en general los plaguicidas organoclorados poseen baja volatilidad,
pero de cualquier forma se almacenan a 4°C y se minimiza la fase gaseosa del contenedor.

2.- Pérdida por transferencia del analito a las paredes del contenedor: los contenedores de plastico
adsorben en su superficie polimérica a los plaguicidas hidrofobicos dentro de las primeras 24 hrs,
por lo que es recomendable el uso de contenedores de vidrio.
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3.- Pérdida por hidrolisis: algunos plaguicidas se pueden hidrolizar cuando el pH alcanza valores
criticos para ellos, por lo que algunas veces es necesario el uso de buffers, para el caso de
plaguicidas &cidos es necesario acidular las muestras.

4.- Pérdida por fotodegradacion: para prevenir la fotolisis del analito las muestras se mantienen
en lugares obscuros o en contenedores &mbar.

5.- Pérdida por biodegradacion: la presencia de organismos en el agua puede causar
biodegradacion del analito por lo que se agrega HgCl, para inhibir la actividad bioldgica.

6.- Pérdida por tiempo de almacenaje: estudio realizados por la USEPA sugieren que el tiempo de
almacenaje sea maximo de 7-14 dias.

En la tabla X se muestra una lista con las formas de conservacion de muestras de agua
para analizar plaguicidas organoclorados por métodos de la USEPA.

METODO TIPO DE MUESTRA MODO DE CONSERVACION
USEPA 52519 eAgua potable. Si la muestra se toma de la llave, primero dejar
eAgua de manantial. que fluya el agua hasta que su temperatura se

estabilice (1 a 2 min), una vez que se toma la
muestra eliminar el cloro residual agregando 50
mg/L de Na,S,03 (sélido o en disolucion), para
retardar la  degradacion  microbioldgica
e Agua potable. disminuir el pH < 2 con HCI 6 N (es importante
e Aguas para tomar seguir este orden), conservar a 4°C, alejada de la
luz. El tiempo de conservacion de la muestra es
de 14 dias, excepto el heptacloro, el cual si se
desea analizar debe ser dentro de los primeros 7
dias.

USEPA 5084

Una vez que se toma la muestra eliminar el
cloro residual agregando 30 mg de Na,S,03 por
40 ml de muestra, conservar a 4°C, alejada de la
USEPA 505°” | e Agua para tomar. luz.

El tiempo de conservacion es de 14 dias,
excepto el heptacloro, el cual si se desea
analizar debe ser dentro de los primeros 7 dias.

Tabla X.- Modos de conservacion de muestras de agua para la determinacion de plaguicidas
organoclorados

Otra alternativa para el transporte y conservacion de las muestras es la adsorcion del
analito sobre una superficie solida, la cual entre las ventajas que ofrece esta la disminucién del
peso de la muestra, el incremento en la estabilidad del analito, aparte de que disminuye la pérdida
del analito debido a los factores antes mencionados. Por ejemplo, una muestra de agua
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subterranea al proceder de un ambiente anaerobio y pasar a uno aerobio puede iniciar la
oxidacion, fotodegradacion o biodegradacion que puede continuar incluso durante su transporte.

En la revision bibliogréfica realizada por Igor Liska® hace referencia a algunas fases
solidas como la resina microreticular XAD-2, la silica Cyg y el grafito de carbono para evitar la
degradacién bioldgica de algunos plaguicidas, permitiendo su conservacion por un periodo casi
de 100 dias, debido a que los poros de la silica y de la resina tienen un tamafio menor a una
bacteria. También hace mencidn de la aplicacion de sélidos usados en la extraccion en fase solida
para la conservacion de la muestra las cuales mantienen al analito por periodos mas largos como
7 semanas.

111.4.- Recepcion y almacenamiento en el laboratorio

En el laboratorio se debe garantizar la continuidad de la conservacion de la muestra
durante su almacenamiento, asi como la existencia de una documentacién completa de todos los
pasos llevados a cabo en la recoleccion de la muestra (transferencia de la custodia) y de cémo se
recibié ésta en el laboratorio. Ademas, debe existir una etiqueta o documento asociado a las
muestras que contenga la siguiente informacién:

e Codigo de identificacion de la muestra.

Proyecto en el que se enmarca la muestra.
Identificacion del punto de muestreo.

Fecha y hora de la toma de muestra.

Fecha y hora de recepcion en el laboratorio.

NUmero de muestras.

Instrucciones de manipulacion de los recipientes.
Indicaciones para la conservacion.

Registro del personal a carga de las muestras.
Informacion relacionado con el proceso de transporte.

I11.5.- Cadena de custodia

Esta se define como el procedimiento y la documentacion resultante que demuestra la
existencia de un control ininterrumpido de la muestra, desde su toma hasta su entrega final en el
laboratorio. De esta forma se verifica, no solo el origen de la muestra, sino también que no ha
sido alterada o manipulada durante el proceso de obtencién y transporte. La cadena de custodia
de la muestra asegura la integridad y continuidad de la misma, de forma que los responsables de
ella se encuentran identificados de forma inequivoca en todo momento y la muestra se mantiene
bajo vigilancia o en un lugar controlado hasta su entrega al siguiente eslabon de la cadena. De
otra forma los datos proporcionados por la muestra pueden carecer de validez legal.

La cadena de custodia se inicia en el campo con el responsable del equipo de muestreo,
cuando se transfiere la custodia de la muestra el responsable precedente y el nuevo firmaran los
registros necesarios con fecha y hora, al tiempo que comprueban la continuidad de la cadena.
Cualquier posible irregularidad debe ser registrada al momento.
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IV.- PREPARACION O TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

En este punto las metodologias presentan como objetivo poner las condiciones adecuadas
a la muestra para mantener la conservacion de los analitos de interés, para posteriormente
realizarle el procedimiento analitico elegido, siendo importante indicar que la eleccion del o de
los procedimientos analiticos escogidos marcaran dichas condiciones a la muestra.

Estas condiciones pueden ser:

¢ Laeliminacion de s6lidos o semisélidos por medio de procedimientos fisicos.

¢ El control del pH de la muestra.

¢ Laadicion de sales para favorecer la extraccion de los analitos de interés.

¢ La adicion de algun disolvente organico para favorecer el fluido de la muestra a través del
sistema de extraccion elegido.

¢ Lacantidad o volumen que se toma de la muestra.

¢ Etc.

Hay que hacer notar que la preparacién o tratamiento de la muestra y el procedimiento
analitico se pueden visualizar como un Unico paso en muchas metodologias, pero en este trabajo
lo diferenciamos debido a que las metodologias ambientales en general hacen una pequefia
separacion de éstas para controlar mejor los tiempos de trabajo de las metodologias.

Para el caso de la determinacion de plaguicidas organoclorados en agua el tratamiento de
muestra consiste en hacer una verificacion del pH y que éste permanezca < 2 y en caso de que la
muestra contenga sélidos eliminarlos por medio de la filtracién o centrifugacion dependiendo del
tipo, cantidad y tamafio de las particulas a ser separadas.

V.- PROCEDIMIENTO ANALITICO®Y

Los objetivos fundamentales del procedimiento analitico es la separacion de los analitos
de interés de la muestra para su determinacion posterior por la técnica analitica de determinacion
(casi siempre instrumental) elegida, y parte de la eleccion de este procedimiento analitico
dependeré de la técnica de determinacion elegida. Estas metodologias deben evitar al maximo la
manipulacion de la muestra que cause la pérdida de los analitos de interés o contaminacion de la
muestra por parte de otros analitos.

Los principales objetivos del procedimiento analitico son:

A Concentrar la muestra para enriquecerla, en caso de que los analitos se encuentren a
concentraciones a nivel de trazas.

A Remover o reducir a los compuestos que interfieren durante la deteccion.

A Transferir a los analitos a una matriz adecuada para la técnica instrumental a utilizar.

Como se puede deducir la seleccion del procedimiento analitico depende del propdsito del
andlisis, de la reproducibilidad que se quiera del procedimiento, de la informacion esperada, por
ejemplo si el analista requiere determinar uno o varios compuestos en particular o realizar un
sondeo de toda una familia de compuestos presentes en la muestra. Hoy en dia existen diversas
técnicas de preparacion, algunas usadas en métodos estandarizados y otras todavia en estudio.

A partir de la década de los 80’s del siglo pasado se empezaron a desarrollar “nuevas
técnicas” para la extraccion de compuestos de las muestras, con lo cual se ha logrado -disminuir
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los tiempos de analisis, eliminar el uso de disolventes o disminuir el volumen de éstos y por lo
tanto producir menores residuos que contaminen- en la parte de la preparacion de muestra. Estas
técnicas se pueden clasificar tomando en cuenta las propiedades fisicas de los compuestos
organicos a determinar, aunque no es lo Unico para su eleccion, ya que también son importantes
las caracteristicas de la matriz en la que se encuentran los compuestos a extraer y su
concentracion en ella.

En la actualidad se cuenta con una gran cantidad de técnicas que se pueden utilizar como
procedimientos analiticos, una clasificacion dependiendo del estado fisico que presenta la matriz
de la muestra es la siguiente:

Muestras solidas

Extraccion sélida-liquida.

Extraccion con solventes presurizados.

Extraccidn con solventes asistido con Ultrasonido y Microondas.
Extraccion con fluidos supercriticos.

Extraccion con agua supercalentada.

Dispersion en fase de matriz solida.

Pirolisis.

Desorcion térmica para solidos.

VVVVVVVY

Muestras liguidas

Extraccion liquido-liquido.

Extraccidn en fase solida.

Microextraccion en fase solida.

Extraccion por adsorcion con barra magnética (Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE, por su
nombre y siglas en inglés).

Extraccion con membranas.

Extraccidn con gota sencilla.

Cabeza de vapor sobrenadante, conocida en inglés como “Head Space”.

Purga y trampa.

YVVVY VVVYYVY

Muestras gaseosas
» Extraccion solido-liquido.
» Adsorcién y Desorcion Térmica.

De las técnicas mencionadas anteriormente s6lo se explicaran las que se reportan en la
literatura para el analisis de plaguicidas organoclorados en agua y que se colocaron en letra italica
en la clasificacion anterior.
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V.1.- Métodos con Extraccién Liquido-Liquido (ELL por sus siglas)®> 33

Esta es una técnica de extraccion clasica para analizar compuestos organicos en muestras
acuosas, la cual da resultados satisfactorios para el recobro de compuestos como los plaguicidas.
La ELL se puede definir como la transferencia de una sustancia X desde una fase liquida A a otra
fase liquida B inmiscible con la anterior.

V.1.1.- Fundamento de la técnica.

La manera de trabajar esta técnica con matrices acuosas es muy semejante. A una cantidad
de la muestra acuosa se le extraen los analitos hidrofobicos con una cantidad menor en volumen
de disolvente organico (hexano, heptano, ciclohexano, cloruro de metileno, entre otros), el
extracto obtenido se seca con sulfato de sodio anhidro, si es necesario se llega a filtrar para
quitarle particulas del sulfato, en caso de que el extracto necesite mayor limpieza se pasa a través
de una columna empacada de silica, florisil o alimina, posteriormente se evapora el disolvente y
se lleva a un volumen menor al que se tenia de la muestra, y también se puede realizar el cambio
de disolvente a uno compatible para la técnica instrumental en la que se va a analizar. El
diagrama que se presenta en la figura 12 muestra la secuencia de pasos de forma general para
realizar una ELL.

V.1.2.- Optimizacion del proceso de ELL.

Para asegurar un adecuado trabajo con la técnica de ELL se presentan a continuacion los
puntos de optimizacién comunes para ello.
a) Seleccion del disolvente para extraer.

La seleccion del disolvente que se utilice para extraer debe hacerse considerando la
afinidad de los analitos por este. También se deben considerar factores como la densidad, la
viscosidad, corrosividad, accesibilidad y costo de la misma.

b) Seleccion de la técnica de agitacion.

La agitacion se utiliza para la formacion de pequefias gotas entre las dos fases y de esta
manera incrementar el &rea superficial de contacto para la transferencia de los analitos de una
fase a otra; una agitacion incontrolable puede causar la emulsificacién de ambas fases.

c) Optimizacion del tiempo de agitacion.

Para extraer la maxima cantidad de analito, el tiempo de agitacién debe ser constante
intentando en ese tiempo mantener la misma técnica de agitacion, esto permitira una adecuada
repetibilidad en el analisis.

d) Variacion del pH.

El valor de pH de la muestra es importante para compuestos o analitos que presenten
propiedades acido-base, por lo que se puede modificar el equilibrio de disociacion de los analitos
en el medio acuoso variando con ello su polaridad y por lo tanto su afinidad por la fase
extractante. Por lo tanto el ajuste del pH puede mejorar el porcentaje de la extraccion.

e) Efecto de la adicion de una sal.

La adicion de sal en muestras acuosas produce la saturacion de ésta, logrando que los
compuestos organicos sean menos solvatados y asi mas afines al pasar a la fase organica (fase
extractante) aumentando el porcentaje de extraccion. Ademas permite que no aparezcan durante
el proceso de extraccion emulsiones o interfases que impidan una correcta separacion en la
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decantacion de las capas acuosa y organica, especialmente, cuando se trata de extracciones con
cloruro de metileno. La adiciéon de la sal se realiza afiadiendo unos mililitros de salmuera y
agitando de nuevo.

Extraccion
Liquido-Liquidoj

Muestra ( Blanco ] ( Estandar ]
( 1L de muestra J 1L HyO grado reactivo 1L H,O grado reactivo

Hacer los ajustes quimicos necesarios como: cambio de pH,
adicion de agentes complejantes, adicion de disoluciones
"spike", estandares de precision y recobro.

(
Colocar la muestra en un embudo de

separacion o en un sistema de destilacion

Extraccion basica/ neutra

Afadir pequefias cantidades de un solvente organica,
ajustar el pH. Si se usa embudo de separacion agita
o destilar si es el otro sistema.

Dejar que las
fases se separen
(en el embudo)

Romper la emulsién

* agregar sal a la fase acuosa
No * calentar o enfriar el embudo
*filtrar la emulsion

* centrifugar

* agregar otro solvente

¢ Se
separan las
dos fases 2

Si

(Extraccic’m acida en fase acuosa

Fase orgénica
Secar con NapSOy4 anhidro.
Concentrar (1mL) con un equipo Kuderna -Danish.

Si es necesario purificar por CPG (empacar la columna con
aliimina, florisil, u otro adsorbente)

. Solventes organicos
Reactivos * Hexano

* Agua grado reactivo * Heptano

* Disolucién acida ( HySOy)

* Disolucién basicas (NaOH)

* Sal (NaCl).

* Disolucion Spike (is6topos para
CG/EM).

* Disolucion estandar (plaguicidas)

* Solventes organicos

* Cloroformo

* Cloruro de metileno

* Acetato de etilo u otros ésteres

* Xileno, Tolueno

* Combinacién de dos o mas solventes
* Alcoholes o cetonas alifaticas

Figura 12.- Extraccion I|’quido-l|'quido(m
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Muchos de los métodos de analisis publicados involucran a la ELL, como toda técnica

tiene sus ventajas y desventajas.

Ventajas:

Es la técnica indicada en una gran cantidad de métodos estandarizados, oficiales y para la
validacion en la determinacion de contaminantes (tabla XI).

Es una técnica que cuenta con una gran cantidad de informacion en la literatura asi como
de métodos en que se aplica.

No requiere de aparatos especiales para trabajarla.

Se utilizan disolventes comunes de uso en el laboratorio.

El uso de la ELL ha simplificado el problema para la determinacion del contenido total de
plaguicidas no polares en aguas que tienen un contenido alto de solidos suspendidos.

, , INSTRUMENTO LIMITE DE
METODO MODO DE EXTRACCION DE DETECCION DEL
DETECCION METODO (ng/L)
USEPA A 5 mL de muestra extraer con 2 CG/DCE 0.002-6.8
505C% ml de hexano.
L;gg(ﬁ’ﬁ En 1 L de muestra extraer con 60
mL de CH,Cl, por triplicado. CG/DCE 0.0015-5
USEPA
60839 Concentrar a 5 mL.
USEPA Hidrolizar la muestra ajustando a CG/DCE 0.02-1.3
808149 | pH neutro, extraer con CH,Cl,.
" Extraer con solventes organicos
6E§8|(§6)O (hexano, heptano, éter) concentrar CG/DCE 0.001-0.01
almL.
**USGS | Extraer con hexano y evaporar a CG/DCE 0.01
1104-83%". | 0.5 mL
Extraer con dietil éter, hidrolizar
USGS 1105- | para liberar a los acidos, metilar CG/DCE 0.01
8309, con trifluoruro de boro- metanol y
purificar por cromatografia.
Aéz-:[lz\ég? Extraer con CH,Cl; CG/DCE 0.02-50
Aé?-;gﬁo? Extraer con Hexano CG/DCE 0.04-70

* Organizacion Internacional para la Estandarizacion (International Organization for Standarization, nombre en inglés, ISO por como se conoce).

** Estudio Geoldgico de los Estados Unidos de Norteamérica (United State Environmental Geological Survey, USGS por su nombre y siglas en

inglés).

Tabla XI.- Ejemplos de métodos estandarizados que emplean extraccion liquido-liquido para la

determinacion de plaguicidas organoclorados en muestras de agua
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Desventajas:

e El uso de grandes volumenes de disolventes (en el orden de por lo menos 100 mL), lo que
provoca la obtencion de grandes volumenes de residuos y por lo tanto de las técnicas
aplicadas la que produce mayor contaminacion.

e Se pueden generar emulsiones entre las fases utilizadas.

e Extrae otros contaminantes no polares que estén presentes en la muestra, por lo que
posteriormente es necesario un proceso de limpieza para eliminar a los compuestos que
interfieran en la determinacion de los plaguicidas.

V.1.3.- Metodologias que aplican la ELL para pesticidas organoclorados en agua.

La extraccion con n-hexano es selectiva para plaguicidas de tendencia no polar, mientras
que la extraccién con diclorometano cubre un amplio intervalo de polaridades pero obviamente
suceden interferencia en la matriz. Al hacer uso de otros disolventes como el acetato de etilo o el
terbutyl éter se debe revisar su compatibilidad con el tipo de detector que se pretende usar en la
técnica analitica.

Debido al gasto de disolventes que la técnica de ELL requiere se ha desarrollado esta
misma técnica a niveles micro donde el uso de disolventes es menor como lo muestra el método
505C% de la USEPA y 5175“% de ASTM, el cual consiste en tomar 5 mL de la muestra, se
agregan 6g de NaCl, después se afiaden 2 mL de hexano, se agita de forma vigorosa,
posteriormente se deja que se separen ambas fases para tomar 0.5 mL de la fase organica sin
tomar parte del agua, el resto de hexano se mantiene en refrigeracion. Del 0.5 mL de hexano se
inyectan entre 1-2 ul en el cromatdgrafo de gases. Por otro lado el surgimiento de técnicas de
inyeccion de flujo (Flow Injection Analysis, FIA por sus siglas en inglés) abre nuevas
perspectivas para evitar el uso de grandes cantidades de disolventes orgéanicos, esta técnica se
enfoca al pretratamiento de la muestra en linea para evitar la mayor manipulacion de las mismas
de forma que se logre su automatizacion, por medio de la inyeccion de un bolo de muestra y un
flujo continuo de disolvente organico los cuales se dispersan en un embobinado de PTFE
(politetrafluoretileno) seguido de la separacién de la fase organica de la acuosa.”

En la figura 13 se muestra el diagrama del método estandar 508 de la USEPA que ensefia
la secuencia de la ELL para extraer plaguicidas organoclorados.
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Extraccion
Liquido-Liquid
Método 508

\
Muestra
1L de muestra

\
Estandar

1L H,0 grado reactivo

Blanco
1L H,0 grado reactivo

Ajustar a pH=7 ( con H,SO4 o0 NaOH segun se requiera),

mantener con buffer de fosfatos, agregar los surrogados,
adicionar 100g de NaCl y agitar.

Colocar la muestra en un embudo de
separacion.

Extraccion basical/ neutra
Afiadir 60 mL de CHyCl, y agitar.

Repetir dos
veces mas

Separar las fases

Fase organica
Secar con NaySOy4 anhidro.

Concentrar (1mL) con un equipo Kuderna -Danish.
Si es necesario purificar por CPG (empacar la columna con
aliimina, florisil, u otro adsorbente)

Figura 13.- Método USEPA 508%%
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V.2.- Métodos con Extraccién en Fase Sélida (EFS por sus siglas)®: 31 4243 44.4)

La técnica de extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction o SPE por su nombre y
siglas en inglés), es de las nuevas técnicas de preparacion de muestra de las mas empleadas en la
determinacion de plaguicidas; en las ultimas décadas la EFS se ha desarrollo intensamente y esta
técnica se ha convertido en una alternativa poderosa con respecto a la ELL debido a su
simplicidad, flexibilidad, y alto rendimiento. Ventajas adicionales incluyen la reduccién del
consumo de disolventes toxicos, lo que hace a la técnica segura, disminuye la necesidad de
evaporacion de los disolventes y la técnica de EFS es automatizable (en la actualidad se venden
aparatos automatizados).

V.2.1.- Fundamento de la técnica.

La EFS es una técnica de separacion fisica que involucra a una fase estacionaria solida
(adsorbente) y a una liquida, en ésta ultima es donde se encuentra disuelto el analito de interés. El
dispositivo para EFS consiste en un contenedor en forma de una columna, en la mayoria de los
casos, donde se empaca la fase adsorbente, también se puede tener una configuracion en forma de
disco, figura 14; la muestra disuelta que contiene a los analitos se pasa a través del adsorbente, de
manera que los compuestos presentes pueden atravesar la fase o ser retenidos en los sitios activos
de la misma, esto depende de la preferencia que presenten los compuestos hacia el adsorbente o
hacia el disolvente de la muestra esto fisicoquimicamente dependera de la constante de equilibrio
de los analitos entre estas 2 fases. Finalmente si los analitos de interés son adsorbidos en la fase
estacionaria se buscard que éstos sean eluidos (desorbidos) posteriormente con una pequefia
cantidad de algun disolvente (eluyente) adecuado.

Hay que hacer notar que la idea general del sistema es que los analitos de interés se
retengan fuertemente en la fase adsorbente primero y posteriormente sean eluidos totalmente con
un volumen pequefio de otro disolvente, lo que permitira eliminar analitos no deseables y
concentrar a los de intereés.

Para que la fase liquida pueda atravesar a la sdlida generalmente se aplica presion
(pudiendo ser negativa o positiva) la cual en la mayoria de los casos se logra por medio de vacio,
para ello se requiere normalmente de un aparato (conocido en inglés como Manifold) que tiene
un sistema de vacio, figura 15, pero se pueden aplicar centrifugacion y presion con gas, en la
mayoria de los casos éstos se conocen como sistemas fuera de linea (off line en inglés) con el
instrumento analitico a emplear. También hay aparatos automatizados que se trabajan en linea
(online en inglés) con el cromatografo respectivo en donde la salida del sistema de EFS esta
conectada directamente a los inyectores de éstos y la muestra pasa hacia la columna analitica.

Carcasa
fa—1
Adsorbente (Polipropileno
A , Adsorbente o
Fibra de Teflon vidrio)
l LS Adsorbente
—_— o o
Disco
Particula 8-12 pum Cartucho “Jeringa”

Figura 14.- Dispositivos contenedores de la fase sdlida adsorbente para EFS
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a)

b)

Figura 15.- Aparatos utilizados para realizar la EFS (“Manifold”, Millipore y
Centrifugacion)

La EFS se puede realizar con diferentes fines:

Limpieza. La finalidad es lograr la separacion del compuesto de interés de las impurezas,
para ello el analito que proviene de un volumen pequefio de muestra (10mL) puede pasar a
través del adsorbente donde las impurezas son retenidas, también existe la otra modalidad
en que el analito es retenido y las impurezas son eluidas, y el analito retenido se eluye
posteriormente del adsorbente con un volumen de disolvente semejante al que se adiciono
de muestra, figura 16. La forma de trabajar depende del compuesto de interés, de la matriz
y adsorbente que se utilice, pero siempre con la idea de alcanzar la separacion del analito
de las impurezas.

Extraer y preconcentrar. Aqui se usa un volumen mayor de muestra (por lo regular mas de
100 mL) debido a que los analitos de interés se encuentran diluidos en el orden de trazas
(< a ppm) en la muestra liquida; por lo que el adsorbente retiene a los analitos y
posteriormente son eluidos con un volumen menor de disolvente (eluyente). Se puede
trabajar con diferentes modalidades dependientes del adsorbente que se utilice (fase
inversa, fase normal, etc.) y dependiendo de las caracteristicas del analito o analitos de
interés. Un ejemplo es la concentracion de los compuestos organicos que se encuentran en
fase acuosa en cantidades trazas, donde el uso de la EFS en fase inversa es una buena
opcion. Durante la preconcentracion no necesariamente se consigue la limpieza del analito
por lo que algunas veces se requiere hacer limpieza del adsorbente antes de la elucion
selectiva 0 pasar nuevamente los compuestos retenidos por otra columna donde se pueda
lograr la separacion del analito de sus impurezas.

Cambio de matriz. En ésta los analitos son retenidos por el adsorbente y se eluyen con un
disolvente diferente al de la matriz pero en ambos casos se utiliza el mismo volumen. Al
realizar esta forma de trabajo se puede hacer la limpieza del analito y su preconcentracion,
siempre y cuando se encuentren las condiciones adecuadas para ello.
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i Preconcentracion : :
Limpieza ‘ Cambio de matiiz
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Figura 16.- Formas de trabajo de la EFS

En general los pasos que se requieren para realizar la extraccién en fase sélida (figura 17)
consisten en primer lugar el acondicionamiento de la columna cuyo objetivo es solvatar los
grupos funcionales del adsorbente, lo anterior es importante ya que los analitos no podran
interactuar con estos grupos si no se encuentran totalmente “activados” para lograr la interaccion.
De paso, se logra realizar una limpieza del cartucho por si éste tuviera alguna impureza debida a
su fabricacion. Aqui es importante que no se deje secar la columna, para evitar la desactivacion
de los grupos funcionales. El siguiente paso es la adicion de la muestra en la columna, que para
atravesar al adsorbente generalmente se aplica una presion de vacié o presion positiva, a un flujo
controlado, el cual no debe ser muy alto ya que no permitirad interaccionar a los compuestos con
el adsorbente. Posteriormente se sigue con el lavado de la columna con un solvente adecuado
que selectivamente eluya las impurezas pero permita que el analito de interés se quede en la
columna (segun el fin que se persiga). Finalmente se realiza la elucion del analito con un
disolvente adecuado para que desplace (eluya) al analito del adsorbente.

La secuencia tipica de extraccion se puede resumir en la figura 17 donde se observan los
cuatro médulos de la EFS.

Acondicionamiento Adicion de la muestra Lavado del adsorbente FElucion de compuesto
del adsorbente de interés

-
7 |8 g
o .£

Figura 17.- Pasos para realizar la extraccion en fase sélida

i

(457N
SO{85
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Dentro del esquema se observa que cada uno de estos pasos consume tiempo y
disolventes, sin embargo éstos son menores con respecto a la ELL.

Algunos factores que influyen en la eficiencia del proceso de la EFS son su capacidad de
adsorcion, asi como su capacidad de retencion. Una insuficiente capacidad de adsorcion en la
superficie del adsorbente puede causar su sobresaturacion y consecuentemente deja libre al
analito, aungue para trazas esta propiedad no se ve afectada. El factor mas critico es la retencién
del analito la cual debe ser méaxima en la adsorcién y minima durante la elucién, la existencia de
estas dos contradicciones implica hacer una adecuada seleccion de las condiciones de trabajo para
obtener concentraciones dptimas durante la adsorcién y elucion. Los factores antes mencionados
a su vez se ven afectados por el pH, por el flujo de elucion, por una eleccién adecuada de la fase,
por su acondicionamiento 6ptimo, entre otros. En la figura 18 se presenta un diagrama de trabajo
que toma en cuenta estos factores.

Actualmente dependiendo de su accionar y polaridad existen diferentes fases sélidas, de
distinto espesor y tamafio, que proporcionan un intervalo amplio de polaridades, de tal forma que
la EFS puede emplearse para determinar un extenso grupo de compuestos. Los primeros
adsorbentes comercializados fueron los polares como la silica, pero éstos han ido aumentando
progresivamente y actualmente cubren un amplio conjunto de aplicaciones, destacando las
resinas quimicamente unidas (que permiten polaridades desde polares a no polares), silica
guimicamente unida, de intercambio i6nico para remover iones de moléculas organicas e incluso
iones metalicos o proteinas en disoluciones acuosas, y por tamario de exclusion.

Es importante recordar que la retencion de los compuestos en los adsorbentes dependera
de los grupos funcionales presentes en las mdleculas y el adsorbente utilizado debido a las
interacciones moleculares como: dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, i6nicas, puentes de
hidrogeno, fuerzas de dispersion (fuerzas de Van der Waals o London).

39



Remover por extraccion
liquido-liquido

Remover las sales:
*Por intercambio iénico
*Dialisis
*Con un adsorbente no polar

Remover las proteinas:
* Por modificacién de pH
* Desnaturalizacién con
agentes crioscopicos o
disolventes orgénicos
* Precipitacion con acidos

Diluir con un solvente
compatible

Analizar

¢ Contiene

o petréleo?

¢ Contiene
sales
jnorganicas?

¢ Contiene
proteinas?

¢ Es viscosa
la muestra?

Figura 18.- Diagrama de secuencia de extraccion en fase sélida

aceites, grasas

¢ El recobro es

aceptable ?

Preparacion de la muestra

Seleccién del formato de
No extraccion EFS

* Cartucho, jeringa, disco

* Elegir la fase

* Elegir la cantidad de fase:
5-10mg de muestra / 1g de fase

Acondicionamiento de la fase
* Fase reversa: metanol, acetonitrilo
* Fase normal: metanol, disolvente no polar
* Intercambio i6nico: Metanol (opcional),
buffer (0.01-0.1M)

¢ Contiene la muestra
otras matrices que
interfieran en EFS?

Remover el exceso de disolvente, sin dejar secar la columna.
Ajustar la velocidad de flujo del disolvente.

Y

Adicionar la muestra
(muestra, estandar interno, disoluciones "spike")

|
v I v

Escoger las condiciones para retener al analito Escoger las condiciones para retener a la matriz

v

Ajustar la velocidad de flujo para eluir a la matriz - - - - )
Dejar pasar a la matriz a través de la fase EFS Ajustar la velocidad de flujo para eluir al analito
Dejar pasar al analito a través de la fase EFS

Quitar cualquier interferencia de la fase solida

lavando con un disolvente de fuerza intermedia

Eluir el analito remanente de la fase sélida con

* cantidades pequefias del mismo eluyente.
Eluir el analito del adsorbente con un eluyente
fuerte
Determinar el recobro del analito Colectar el analito

(33)
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La EFS se puede clasificar dependiendo del tipo de adsorbente que se tenga, como:

*Fase inversa.- Se refiere cuando el adsorbente es de tendencia menos polar que la fase liquida

de donde se encuentra la muestra atrapando en general analitos con mediana o baja polaridad; el

mecanismo de retencién es debida a las fuerzas de dispersion o de Van der Waals débiles lo que

da interacciones hidrofébicas entre el adsorbente y el disolvente de la muestra o del eluyente que

se utilice. El proceso de trabajo de esta opcién es:

1. Adsorbente de tendencia no-polar (Cys, Csg, ciclohexil, fenil, copolimeros y carbén grafitado).

2. Analitos de tendencia no-polar a ligeramente polar, que se encuentren en una matriz polar,
principalmente acuosas.

3. Disolvente para elucion de tendencia menos polar que la matriz (metanol a hexano) pero
dependiendo de la fuerza de interaccion del analito con el adsorbente y la solubilidad con el
eluyente.

Un ejemplo del uso de la EFS de fase inversa es la extraccion de compuestos como los
plaguicidas, drogas o péptidos mostradas en la tabla XII.

GRUPO FUNCIONAL | DISOLVENTE -

ADSORBENTE DEL ANALITO PARA ELUIR APLICACION
Octadecil (Cys)
Octil (Cg) Metanol
Etil (C - Acetonitrilo Plaguicidas

- ( 2)_ Xﬁ?ﬁg?;ﬂ%’;{:gii Acetato de etilo Drogas
Ciclohexil Cloroformo Péptidos
Cianopropil Hexano
Fenil

Tabla XII.- Adsorbentes de fase inversa utilizados en EFS para la extraccion de compuestos no
polares

*Fase normal.- Se basa en separar compuestos 0 analitos de tendencia polar debido a que el

adsorbente es de tendencia mas polar que la muestra liquida en el que se encuentran éstos, aqui el

mecanismo de retencion es por atracciones dipolo-dipolo o puentes de hidrégeno. El proceso de
trabajo de esta opcion es:

1. Adsorbente de tendencia polar (-CN, -NH,, diol (-HCOH-HCOH-), silica gel, florisil,
alumina).

2. Analitos de tendencia polar a medianamente polares, o con grupos funcionales que puedan
formar puentes de hidrégeno, que se encuentren en una matriz de tendencia medianamente a
no-polar.

3. Disolvente para elucion de mediana a alta polaridad.

*Intercambio i6nico.- Se usa para extraer compuestos acidos o basicos de disoluciones acuosas,

por intercambio ionico con el adsorbente, donde las interacciones idnicas son las fuerzas
primarias involucradas en el mecanismo de retencion. Existen factores que pueden afectar el
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intercambio i6nico como: pH, el tipo de contraion, la fuerza ionica, tipo de disolvente, velocidad

de flujo. El proceso de trabajo de esta opcion es:

1. Adsorbente de tendencia i6nica; silica con grupos funcionales -HSOs* (intercambiador
cationico) y -N*(CHa)s (intercambiador ani6nico).

2. Analitos de tendencia idnica (de carga contraria al grupo funcional del adsorbente i6nico)
gue se encuentren en una matriz cuya concentracion del contraion del adsorbente sea muy
baja.

3. El disolvente para la elucion debe neutralizar las cargas, pero depende de la fuerza de
interaccion del analito con el adsorbente e incluso de la solubilidad del analito con el
eluyente, debido que al pasar a su forma neutra algunas veces éste puede perder solubilidad
en la fase movil.

*Exclusion molecular.- El sistema esta constituido de una fase sélida con un tamafio de
porosidad controlado, la cual se usa para remover moléculas de determinado tamafio durante la
elucidn; idealmente no debe existir adsorcion del analito en el adsorbente ni tampoco alguna otro
tipo de interaccion ya que la exclusion es debida al tamafio de las moléculas. El proceso de
trabajo de esta opcion es:

1. Pueden funcionar como adsorbente para ciertos polimeros entrecruzados.

2. Pueden atrapar analitos como proteinas, ADN, entre otros.

V.2.2.- Optimizacion del proceso de EFS.

Para asegurar un adecuado trabajo con la técnica de EFS se presentan a continuacion los
puntos de optimizacién comunes para ello.

a) Seleccidn del dispositivo contenedor de la EFS.

La seleccién del dispositivo depende del aparato con el que se disponga en el laboratorio,
por ejemplo si se usa un dispositivo de jeringa, disco o cartucho, y si se requiere por fuerza un
equipo Manifold, otro factor a considerar es el volumen de la muestra a trabajar. Hay que
considerar que dependiendo también del tamafio del dispositivo también sera la cantidad de
adsorbente que se tendra para trabajar.

b) Seleccion del adsorbente.

Su eleccion depende del analito de interés, de la matriz a trabajar, de la presencia de otros
compuestos en la muestra y por supuesto del formato que se quiera trabajar (fase normal, inversa
0 intercambio ionico, etc.). También es importante seleccionar la capacidad de carga del
adsorbente, la cual permite manipular la cantidad total de compuesto (analito o interferencias)
que pueden ser retenidos de una muestra especifica; la capacidad de la columna es especifica para
cada analito y es muy importante para evitar saturar al adsorbente.

c) Seleccion del disolvente.

Aqui se debe considerar el disolvente para acondicionar a la columna y otro para la
elucion de los analitos. La eleccion depende del formato que se quiera trabajar para escoger el
disolvente adecuado; existen tablas que ayudan un poco a decidir que disolvente usar con
respecto al formato que se trabaje, aunque mucho depende de la experiencia del analista, del
costo y accesibilidad, incluso se puede usar una mezcla de disolventes con modificacion del pH.

d) Optimizacion de la velocidad de flujo.
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Al adicionar la muestra al adsorbente el flujo debe ser el suficiente que permita que la
muestra pase a través de todo el adsorbente y se tenga el tiempo suficiente para la interaccidn con
el analito de interés, para el caso de la elucion un flujo adecuado permitird el tiempo suficiente
para la interaccion del analito con el disolvente haciendo una extraccion cuantitativa. Esto se
tiene que conocer de manera adecuada para tener una buena repetibilidad en el analisis.

e) Variacion del pH.

El valor de pH de la muestra es importante para compuestos o analitos que presenten
propiedades acido-base, por lo que se puede modificar el equilibrio de disociacion de los analitos
en el medio acuoso variando con ello su polaridad y por lo tanto su afinidad por el adsorbente o
por el disolvente.

f) Efecto de la adicion de una sal.

La adicion de sales en la muestra influye en la retencion de analitos i6nicos debido a que
compite por lo sitios activos del adsorbente. La fuerza idnica baja puede favorecer a la retencion
de un analito ionico de interés, mientras que una fuerza idnica alta favorece su elucion.

V.2.3.- Metodologias que aplican la EFS para plaguicidas organoclorados en agua.

En el caso de los analitos que se estudian en este trabajo el formato de extraccién en
discos se ha convertido en la técnica preferida por algunos métodos oficiales de la USEPA para el
rastreo de plaguicidas en agua potable como lo indican los métodos USEPA 525 y 5159, debido
a que su estructura permite un mayor flujo de muestra a través de él, de forma uniforme y se evita
perdida del recobro debido a que hay una menor resistencia a la obstruccidn por el espaciamiento
entre canales. El procedimiento general de extraccion del método USEPA 525 se muestra en
forma de diagrama en la figura 19.

Las caracteristicas generales de los dos meétodos de la USEPA antes mencionados se
muestran en la tabla XI1I.

Dada la gran popularidad de la EFS debido a las ventajas antes mencionadas, esta técnica
se ha convertido en la alternativa mas comun en la preparacion de muestras acuosas para el
analisis de plaguicidas publicadas en diversos articulos de revistas cientificas. En la tabla XIV se
muestra una lista de varios articulos que usan la EFS para la extraccion de plaguicidas
organoclorados en agua.
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Extraccion en fase sélida por formato de disco
Disco de silica enlazado con grupos octadecilos
(47mm de diametro, 0.5mm de grueso).

El tiempo para pasar 1L de agua a través del disco es

de 5-20 min, usando vacio.

Desorcion del analito
Agregar al disco 5mL de AcEt, dejar que el disco se
impregne por el disolvente 1min y eluir.
Repetir con 5 mL de AcEt, posteriormente con 3mL de
una mezcla de AcEt:MeCl, (1:1)

Acondicionamiento de la fase sélida
Agregar 5mL (1:1) de acetato de etilo (AcEt): cloruro de
metileno (MeCl,), dejar que se establezca un adecuado

contacto entre los disolventes y el disco y eluir sin dejar
secar el disco.
Posteriormente agregar 5mL de MeOH y no dejar secar
el disco.

Elucion de la muestra
Colocar la muestra en el disco y eluirla a través de él,

Secado de extracto
Pasar el extracto por una columna empacada 5-7g de

Na>SO4 anhidro y lavar la columna con 3mL de
AcEt: MeCl, (1:1)

dejar secar el disco por 10 min.

Figura 19.- Método USEPA 525 para aplicar la EFS®®

. ) LIMITE DE
METODO | MODO DE EXTRACCION | INSTRUMENTO | -~ 18N DEL
DE DETECCION | "\ rer550 (mg/L)
USEPA 5259 | Discos con adsorbente octadecil CG/EM 0.03-2.8
(Cas).
USEPA 515“® | Discos con adsorbente octadecil CG/DCE 0.03-2.8
(Cig), base resina.

Tabla XI11.- Métodos estandarizados con la técnica de extraccién en fase solida para la
determinacion de plaguicidas organoclorados en muestras de agua potable
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MUESTRA/ MODO DE -
ANALITO ADSORBENTE | EXTRACCION DETECCION REFERENCIA
Agua/
PCB’s ™, OPC’s copolimero En linea CG/EM a.gégj(b?uter,
PLRP-S
Plaguicidas Agua/ )
organoclorados y XAD-2. XAD-7* Fuera de linea CG/DCE I. Tolosa (1996)
organofosforados
Plaguicidas Agua con
g sedimento/ Fuera de linea CG/DCE | K.K Chee (1996)“
organoclorados Cus
Plaguicidas Agua/ Fuera de linea CG/DCE | E. Viana (1996)®”
Cg 0 Cyg
Plaguicidas Agua/ Cig Fuera de linea CG/DCE 89%%;?51():0“%
Plaguicidas Agua potable/ . Wendy C. Quayle
organoclorados Cs En linea CG/DCE (1997)%2
Plaguicidas Aqua/
organoclorados y g Fuerade linea | CG/DCE/EM | C. Aguilar (1997)®%
EVBy DVB**
organofosforados
CG/DCE
ici i y ilaki (54)
Plaguicidas Agua/ Cyg Fuera de linea CLAP/Eluore- I. Vassilakis (1998)
scencia
Plaguicidas : Almudena Columé
organoclorados Agua/ Cyg Automatizado CG/DCE (2001)®
Plaguicidas Agua/ Fuera de linea CG/DCE Basri Gulbakar
g PS-DVB*** CG/DTE | (2008)®®
Compuestos
Organicos Agua/ Fuera de linea CG/DCE M. Guardia Rubio
(OPC’s) PS-DVB*** CG/IDTE | (2007)®"
Plaguicidas Agua de lago/ . Steven G. Ellis
organoclorados XAD-2 Fuera de linea CG/DCE | 500g)c®

*Amberlitas XAD-2, XAD-7, **Etilvinilbenceno (EVB)-divinilbenceno (DBV), *** Poliestireno- divinilbenceno (PS-DVB)
! PCB (Bifenilos policlorados)

Tabla XI1V.- Articulos con aplicaciones de la extraccion en fase sélida para la determinacion de
plaguicidas organoclorados en muestras acuosas
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V.3.- Microextraccién en fase sélida (MEFS por sus siglas) > 3% 5 60.61.62,63,64)

La Microextraccion en Fase Solida (SPME por sus siglas en inglés) se ha empleado
principalmente en la extraccion de compuestos organicos volatiles y semivolatiles de muestras
acuosas, generalmente ambientales, bioldgicas y alimentos, aunque es Util también en muestras
solidas y gaseosas. La MEFS fue empleada por primera vez por Pawliszyn y colaboradores en
1990, pero su aplicacion para el analisis de residuos de herbicidas fue reportada en 1995 por
Boyd-Boland y Pawliszyn para la determinacién de herbicidas que contienen grupos nitrégeno,
desde entonces esta técnica ha sido utilizada ampliamente en diferentes clases de herbicidas en
muestras ambientales (suelo y agua) y biolégicas (sangre, orina y suero) ®*3V. Aunque no se
tiene ningn método normado que la aplique es muy reportada en articulos.

V.3.1.- Fundamento de la técnica.

La MEFS se basa en los equilibrios de reparto de los analitos entre la muestra y la fase
estacionaria polimérica que se utiliza para atraparlos (conocida como fibra), posteriormente éstos
son desorbidos de manera térmica en el inyector de un cromatografo de gases. El transporte de
los analitos desde la matriz hasta la fibra inicia desde que la fibra entra en contacto con la
muestra y termina cuando la concentracion de analito ha alcanzado el equilibrio de distribucion
entre la fibra y la muestra ©?. El dispositivo para MEFS consiste en un contenedor de la fibra
parecido a una jeringa, éste contiene una barra de acero inoxidable semejante a una aguja dentro
de la cual esta la fibra de silice fundida, la cual puede ser expuesta o retraida dentro de la aguja
por medio de un émbolo (figura 20). La fibra de silice fundida esta recubierta en su parte externa
con una capa relativamente delgada (del orden de um) de alguna de las fases estacionarias
poliméricas, en la cual los analitos orgénicos son adsorbidos desde la matriz de la muestra.

- Embolo

_Tamber de la jeringa

Tornillo de retencidon

Ranura en formade Z
Ventana de eje

//" J

L)

—Cuerpo central

=B

Muelle tensor

Séptum

7l Aguja
Tubo que
/sujeta lafibra

—Fibra de silice

Figura 20.- Esquema del dispositivo de Microextraccion en fase sélida (MEFS)

Fibras

Actualmente existen fibras con diversos recubrimientos y diferentes espesores, que
proporcionan un intervalo amplio de polaridades, de tal forma que la MEFS puede emplearse
para determinar un amplio grupo de compuestos. Los primeros recubrimientos comercializados
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fueron los de polidimetilsiloxano (PDMS por sus siglas) y poliacrilato (PA por sus siglas) pero
los recubrimientos han ido aumentando progresivamente y actualmente cubren un amplio
conjunto de aplicaciones, destacando de éstas:

YVVVVVVVY

Polidimetilsiloxano (PDMS).

Poliacrilato (PA).

Polimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB por sus siglas).

Carboxen o carbon activado poroso (CAR por sus siglas).

Polientilenglicol o carbowax/divinilbenceno (CW/DVB por sus siglas).
Polietilenglicol/resina templada (CW/RTP por sus siglas).

Carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS).

Fibras con materiales especializados, como fibras de intercambio idnico para remover
iones metalicos y proteinas en disoluciones acuosas.

Es importante recordar que la retencion de los compuestos en las fibras dependera de los

grupos funcionales presentes en las moléculas y la pelicula de polimero de la fibra utilizado,
debido a las interacciones moleculares como: dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, idnicas,
puentes de hidrégeno, fuerzas de dispersion (fuerzas de Van der Waals o London).

Modos de extraccion

1)

2)

3)

Existen tres modos de trabajo en la MEFS (figura 21):

Extraccion directa (SPME/DE por sus siglas en inglés). En este modo la fibra se sumerge
directamente en muestras liquidas y los analitos son transportados directamente de la
matriz de la muestra hacia la fase polimérica (fibra).

En vapor confinado (SPME/HS por sus siglas en inglés). En este modo la fibra se expone
a la fase vapor que existe sobre una muestra, los analitos son transportados a través de la
fase vapor enriqueciendo la fibra, este modo se utiliza para extraccion de compuestos
volatiles, de tal manera que la fibra se encuentra protegida de interferencias como
compuestos de alto peso molecular y/o de compuestos no volatiles presentes en la
muestra.

Extraccion protegida con membrana (SPME/MP por sus siglas en inglés). En este modo la
fibra se protege utilizando una membrana que le sirve como barrera para aquellas
muestras con muchas interferencias.

Fibra

Headspace
{muestra)

N |

Memhbrana

Fase estacionaria
{polimero

A B C
A) SPME/IDE  B) SPME/HS C) SPME/MP
Figura 21.- Tipos de extraccién para SPME
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V.3.2.- Optimizacién del proceso de MEFS®?

En la MEFS los analitos son extraidos directamente de la muestra hacia la fibra, para ello
deben optimizarse las condiciones de extraccion, y asegurar la maxima sensibilidad del analito
por la fibra y la eficiencia de la extraccion. A continuacién se presentan los puntos de
optimizacion comunes para la extraccion.

a) Seleccién del modo de extraccion.

La seleccién del modo de extraccién debe hacerse considerando la complejidad de la
muestra, la volatilidad de los analitos y la afinidad de éstos por la fase de la fibra. Por lo anterior
tenemos que la SPME/DE, generalmente se utiliza para analitos de media a baja volatilidad y las
muestras deben ser liquidos simples, para la SPME/HS se pueden manejar liquidos complejos y
solidos, pero los analitos deben ser de alta a media volatilidad, mientras que la SPME/MP se
utiliza para muestras complejas y con analitos de baja volatilidad 2.

b) Seleccion de la fibra.

Como ya se menciond, existen diferentes tipos de fibras y la afinidad del analito por la
fibra depende de las interacciones moleculares entre el analito y las distintas fases poliméricas
que recubren las fibras, ademas debe considerarse el espesor de la fase polimérica, y por tanto la
seleccion depende de los analitos a extraer®?.

c) Seleccion de la técnica de agitacion.

La agitacion se utiliza para acelerar la transferencia de analitos desde la matriz de la
muestra hacia la fibra. Su uso generalmente tiene un efecto positivo sobre la extraccion,
acortando su tiempo, pero para ello se debe considerar el tipo de agitacién (magnética,
ultrasonica, etc.) dependiendo de la matriz de la muestra y el modo de extraccion a usar; por
ejemplo, la sonicacion es una agitacion reproducible, pero calienta a la muestra. Por lo regular en
MEFS se usan aparatos especiales para realizar una agitacion uniforme y constante durante la
extraccion, debida a que una agitacion no uniforme conlleva el decrecimiento del equilibrio
causando baja reproducibilidad. La agitacion es crucial si se usa el método de Inmersion Directa
y también se puede usar en Headspace.

d) Optimizacion del tiempo de extraccion.

El tiempo de extraccion esta determinado principalmente por la velocidad de agitacion y
el coeficiente de particion del analito entre la fase polimérica de la fibra y la matriz de la
muestra®. Generalmente es corto para extracciones en SPME/HS. Para extraer la maxima
cantidad de analito, el tiempo de equilibrio debe ser alcanzado, pero este puede ser demasiado
para algunos analitos. El tiempo de extraccion debe ser constante durante el analisis, es decir
debe mantenerse controlado con la finalidad de obtener resultados repetitivos.

e) Determinacion de la temperatura de extraccion.

Generalmente, con pequefios incrementos de la temperatura de la muestra es posible
acortar el tiempo de extraccion, debido a que la temperatura produce un efecto sobre la constante
de distribucidn que a su vez también depende de la concentracion de los analitos en ambas fases,
sin embargo, también se puede modificar el coeficiente de particion en la fibra y
consecuentemente disminuir la cantidad de compuesto extraido, por lo que el uso de la
temperatura tiene limitantes. EIl incremento de la temperatura se puede hacer en los tres modos de
trabajo de la MEFS, dependiedo del tipo de matriz y de los analitos, por ejemplo para compuestos
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semivolatiles como los plaguicidas, por lo general se manejan intervalos de 25-80°C ya que a
temperaturas mas altas se puede vaporizar el disolvente de la muestra saturando a la fibra.

f) Optimizacion del pH.

El pH de la muestra es importante para compuestos o0 analitos que presenten propiedades
acido-base, por lo que se puede modificar el equilibrio de disociacion de los analitos en medio
acuoso. Es por ello que el ajuste del pH mediante la adicion de un buffer puede mejorar la
sensibilidad de la extraccién, pero también puede causar dafio a la fibra, por lo que hay que
balancear el uso de este parametro para mejorar la extraccion.

g) Efecto de la adicion de una sal.

La adicién de sales en la muestra aumenta el coeficiente de distribucidn de los analitos no
ionizados por lo que la cantidad de analito extraido aumenta; sin embargo, para analitos ionizados
se observa una disminucion de la eficiencia de la extraccion.

h) Optimizacion de la desorcion térmica.

La temperatura y tiempo de desorcion, la posicién de la fibra en el inyector del
Cromatdgrafo de Gases, asi como el flujo del gas son factores que afectan la desorcion completa
de los analitos adsorbidos.

i) Limpieza de lafibra.

El primer paso para la MEFS es asegurarse de que la fibra esta limpia, generalmente se
realiza desorbiendola térmicamente en el inyector del cromatografo (demostrandolé con una
corrida en blanco), si es nueva la fibra, durante la corrida pueden aparecer sefiales debido al
sangrado del polimero que la recubre o si ya se ha usado extractos residuales que habra que
eliminar antes de realizar una nueva extraccion. La limpieza de la fibra se puede llevar a cabo por
uno o dos métodos. En el primero se calienta la fibra en el inyector, la temperatura y el tiempo
dependen de las especificaciones del proveedor. La segunda alternativa es la inmersion directa de
la fibra en una mezcla de algin solvente miscible con agua (no usar solventes clorados) durante
determinado tiempo (segun el proveedor) para después desorberla térmicamente, el proceso de
limpieza se realiza hasta asegurar un blanco reproducible y en caso de no eliminarse identificar
plenamente las sefiales.

Entre las ventajas que presenta la MEFS sobre las técnicas de extraccion mencionadas
anteriormente como ELL o EFS, esté el nulo uso de disolventes, lo cual minimiza el costo de
disolventes de alta pureza y la eliminacion de éstos, es facil y rapida de usar, ademas de que se
emplean vollimenes de muestra pequefios®.

Como ya se mencion6 anteriormente la MEFS se trabaja en dos etapas:

1. La primera de extraccion y pre-concentracion de los analitos por medio de una fibra de silica
impregnada generalmente de una fase estacionaria polimérica que es expuesta a la muestra.

2. En la segunda etapa, la fibra con el analito adsorbido es transferida al instrumento
(normalmente un cromatdgrafo de gases) para su desorcion térmica.

En la figura 22 se muestra el diagrama del método general para trabajar la extraccion por
MEFS.
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Acondicionamiento de la fibra
Eleccion de la fibra * Insertar la fibra en el inyector del cromatégrafo de
gases, calentar a la temperatura y el tiempo
Supelco recomienda el uso de fibras como: PDMS para recomendado por el fabricante.
analitos de peso molecular alto y no polares, DVB para Ejemplo: para PDMS calentar a 250°C por 30 min.
analitos de pesos moleculares bajos y de mediana polaridad,
CAR para analitos polares. * Realizar un analisis de blanco de la fibra en el
cromatoégrafo, ejemplo: para PDMS calentar a 250°C
PDMS (poIidimetiIsiloxano).CAR(carboxen),DVB (divinilbenceno) por 5 min’ "sp"t" Cerrado’ retirar la fibra y observar que
en el cromatograma no aparezcan picos extrafos.

Procedimiento de extraccién de los analitos Seleccién del modo de trabajo en SPME
Colocar la muestra dentro de un vial, sellarlo con un * ASPE/DE se utiliza generalmente para analitos de
septum, introducir la jeringa con la fibra, bajar el émbolo media a baja volatilidad, en muestras liquidas
hasta donde sea necesario para que la fibra entre en simples.
contacto con la muestra, dependiendo del modo de trabajo * SPME/HS se pueden manejar liquidos complejos y
solidos, pero los analitos deben de ser de alta a
Escoger las condiciones éptimas de extraccion del analito mediana volatilidad.
en la muestra (temperatura, pH, agitacién, tiempo, adiciéon * APME/MP se utiliza para muestras complejas y con
de una sal). analitos de baja volatilidad.
Desorcién del analito Limpieza de lafibra

Supelco recomienda dos métodos:
La desorcién del analito de la fase polimérica se lleva a

cabo por calentamiento de la misma en el puerto de 1) Calentar la fibra en el cromatégrafo de gases a
inyeccion del romatégrafo de gases; para ello es necesario 20°C abajo de su temperatura maxima de trabajo de|
determinar la temperatura, tiempo, técnica de inyeccion una hora a toda la noche.
("split /splitless"), velocidad de flujo del gas acarreador,
lugar donde se coloca la fibra para la desorcion del analito 2) Colocar la fibra en un disolvente micible con el
en el cromatografo de gases. agua (libre de cloros) por 1hr y desorber por 30min

en el cromatégrafo de gases.

Figura 22.- Método general de la MEFS®®

La MEFS hasta el momento no se ha convertido en la técnica preferida por los métodos
oficiales o estdndar para el analisis de plaguicidas en agua ya que todavia debe vencer algunos
problemas en cuanto a su precision y costo, sin embargo la MEFS tiene muchos reportes de
aplicacion en métodos publicados en revistas cientificas para el anélisis de una gran variedad de
compuestos en diversas matrices, por lo que la técnica por si sola es una area de investigacion
que estd en boga dada la gran cantidad de ventajas que presenta, lo que con el tiempo debera
llevar probablemente a su aplicacion en métodos oficiales o estandar una vez que disminuyan los
problemas mencionados anteriormente.
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V.3.3.- Metodologias que aplican la MEFS para plaguicidas organoclorados en agua.

Sin lugar a dudas se reportan articulos que utilizan para el andlisis de trazas de plaguicidas
organoclorados a la MEFS, por ejemplo: Derouiche® analiza 20 plaguicidas organoclorados
(OPC’s) y 20 bifenilos policorados (PCB’s), y para la eleccion de la fibra hace un estudio de la
capacidad de adsorcion de dos de ellas: PDMS (7, 30, 100 yum) y PDMS-DVB (65 pm), el
acondicionamiento de la fibra se realizé a 260°C de 5-10 min de acuerdo a la recomendacion de
la compafiia Supelco. Sus resultados mostraron que la fibra de PDMS de 100 um presentdé mayor
eficiencia para analizar ambas familias de compuestos. También realiza un estudio de la
influencia de los diferentes pardmetros sobre la extraccién en un detector de captura de
electrones; encontrd que la temperatura Optima en la muestra fue de 80°C, que la extraccién
aumentd con agitacion magnética, con un tiempo éptimo de 60min y finalmente que la adicion de
sal no era recomendable. El estudio de los parametros los llevo a cabo en una muestra de 2 mL de
agua desionizada cuya concentracién era de 0.2ng/mLde cada PCB y 0.1ng/mL de cada OPC,
contenida en un vial de 4 ml, con el método de “Headspace” y también lo aplic6 en muestras de
agua de rio (que no presentaban concentraciones detectables de los compuestos en estudio) a las
cuales adicion6 0.1ng/mL de cada estandar de PCB y OPC. Para la identificacion de los
compuestos en estudio uso un espectrometro de masas de trampa de iones (ITMS-MS, por sus
siglas en inglés). EI método que desarrollé de SPME/HS/GC/ITMS-MS da un rendimiento en
términos de precision (C.V.) entre 5 a 21%, una linealidad de 0.001-1ng/mL y un limite de
deteccion de 0.04 a 26 pg/mL.

Por otro lado Jorge Luiz Raposo® analiza 18 plaguicidas organoclorados en agua
subterranea por MEFS usando el método de inmersion directa (DE) acoplada a CG-DCE, el
método fue optimizado y validado para el anélisis cuantitativo de los plaguicidas. Para ello usé la
fibra de 50/30/20 de DVB/CAR/PDMS (de Supelco) y selecciond las siguientes condiciones
Optimas: tiempo de extraccion de 45min, 120s de tiempo de splitless, sin adicion de sal, con 60%
de la maxima capacidad de agitacion de la barra magnética, no especifica la temperatura. El
método que desarroll6 de SPME/DE/GC/ECD da una buena linealidad a concentraciones debajo
de 10 ng/L con un intervalo de r* de 0.955 a 0.997 y limite de cuantificacién de 4.5x10° a 1.5
ng/L.

Asi podriamos seguir mencionando mas articulos que analizan plaguicidas
organoclorados, en la tabla XV se muestra una lista de varias publicaciones en revistas cientificas
que usan a la MEFS y observamos que no existe un método estandarizado oficial que use la
técnica de MEFS para la determinacién de plaguicidas organoclorados en muestras de agua.
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MODO

ANALITO MUESTRA/FIBRA DE DETECCION | REFERENCIA
EXTRACCION

- Abdelkader
Plaguicidas CG/DCE .
Organoclorados AQua/PDMS SPME/HS CG/TIEM-EM Dero“'(%?)e

(2006)
E. Beceiro
Plaguicidas Agua/PDMS-DVB SPME/DE CG/DCE Gonzélez
CG/DNF (11)
(2006)
Plaguicidas CG/DCE Nuno Rotola
organoclorados Agua/PDMS SPME/HS (2006)©"

- . Jorge Luis
Plaguicidas Agua subterranea/ CG/DCE -
organoclorados DVB-CAR-PDMS SPME/DE Rapos‘(’ﬁg)“”'or

(2007)
Plaguicidas Agua de lago/ CG/DCE Chunzhou Dong
organoclorados | PMPVS/OH-TSO* SPME/HS (2005)®
Compuestos
organicos CG/DIF Beltran
volatiles y Agua/PDMS SPME/HS CG/EM | (2000)®
semivolatiles

. Agua Anne Scheyer
Plaguicidas de lluvia /PDMS SPME/DE CG/TIEM-EM (2006)™
Compuestos
organicos . SPME/DE y Gregor Kos
volatiles y Nieve/PDMS SPME/HS CG/EM (2006)7)
semivolatiles

* PMPVS/OH-TSO. Poli(metilphenilvinilsiloxano) hidroxi-aceite de silicona terminal

(68)

Tabla XV.- Aplicaciones de la microextraccion en fase sélida para la determinacion de
plaguicidas organoclorados en muestras de agua
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V.4.- Extraccién por adsorcién con barra magnética (EABM por sus siglas)(® ™ ™ ™)

A partir del altimo decenio del siglo pasado, en las técnicas de extraccion se ha dado la
tendencia hacia la miniaturizacion y eliminar de ser posible el uso de disolventes para lograr esto
se ha buscado aplicar técnicas basadas en el fendmeno de adsorcion, como se ha planteado en las
2 técnicas explicadas anteriormente (EFS y MEFS). En el afio de 1999 fue desarrollada por
Baltussen”™ una nueva técnica de extraccion para el andlisis de compuestos organicos
denominada Extraccion por Adsorcion con Barra Magnética (Stir Bar Sorptive Extraction o
SBSE, por su nombre y siglas en inglés), también conocido con el nombre de “twister”.

V.4.1.- Fundamento de la técnica.

La EABM se basa en los equilibrios de reparto de los analitos entre la muestra y una fase
adsorbente de polidimetilsiloxano (PDMS). El transporte de los analitos desde la matriz hasta el
adsorbente inicia desde que éste entra en contacto con la muestra y termina cuando la
concentracion de analito ha alcanzado el equilibrio de distribucion entre el PDMS y la muestra.
El dispositivo se vale de una pequefia barra magnética dentro de un recinto de vidrio cubierta del
polimero adsorbente, de 50 a 300 uL de PDMS, que es comercializada con el nombre de
“Twister” (Gerstel GmbH, Alemania)!”. Al parecer su aplicacién es muy sencilla, pues basta con
introducir la barrita en la matriz acuosa que se desee analizar, se pone a agitar para que los
compuestos sean retenidos por el adsorbente, después de un tiempo de agitacion-extraccion la
barra magnética se retira de la muestra, se enjuaga con agua destilada y seca con un pafio libre de
hilos, posteriormente se inserta en el sistema de desorcion térmica (SDT) (Thermal Desorption
System o TDS por su nombre y siglas en inglés), para su desorcién el cual esta acoplado en linea
a un cromatdgrafo de gases para determinar a los compuestos de interés, figura 23.

SBSE

P —

Figura 23.- Esquema del dispositivo para la extraccion por EABM y su desorcion con un equipo
TDS de Gerstel™

Diferentes autores sefialan que la EABM permite altos recobros y limites de deteccién a

niveles de ultra-trazas (ppb y ppt), particularmente para solutos que presentan caracteristicas
hidrofobicas altas en muestras acuosas.
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V.4.2.- Optimizacion del proceso de EABM.

Debido a que en la EABM los analitos son extraidos directamente de la muestra hacia el
adsorbente, es necesario optimizar las condiciones de extraccion para asegurar la maxima
sensibilidad de analisis del analito por el adsorbente y la eficiencia de la extraccion. A
continuacién se presentan los puntos de optimizacién comunes para la extraccion.

a) Seleccion del espesor del adsorbente.

Existen diferentes espesores del adsorbente de 50-300 uL que recubren la barra
magnética, su seleccion depende del analito a extraer, del volumen de la muestra y por supuesto
de la concentracion esperada del mismo.

b) Seleccion de la técnica de agitacion.

La agitacion se utiliza para acelerar la transferencia de analitos desde la matriz de la
muestra hacia el adsorbente, una agitacion incontrolable puede causar baja reproducibilidad en
este tiempo de equilibrio.

c) Determinacion de la temperatura de extraccion.

Generalmente, con pequefios incrementos de la temperatura de la muestra es posible
acortar el tiempo de extraccion, debido a que la temperatura produce un efecto sobre la constante
de distribucién que a su vez también depende de la concentracion de los analitos en ambas fases,
sin embargo también se puede modificar el coeficiente de particion en la fibra y
consecuentemente disminuir la cantidad de compuesto extraido, por lo que el uso de la
temperatura tiene limitantes. El incremento de la temperatura se puede hacer en los tres modos de
trabajo de la MEFS, dependiedo del tipo de matriz y de los analitos, por ejemplo para compuestos
semivolatiles como los plaguicidas, por lo general se manejan intervalos de 25-80°C ya que a
temperaturas mas altas se puede vaporizar el disolvente de la muestra saturando a la fibra.

d) Optimizacion del pH.

El pH de la muestra es importante para compuestos o0 analitos que presenten propiedades
acido-base, por lo que se puede modificar el equilibrio de disociacion de los analitos en medio
acuoso. Es por ello que el ajuste del pH mediante la adicion de un buffer puede mejorar la
sensibilidad de la extraccion, pero también puede causar dafio al adsorbente, por lo que hay que
balancear el uso de este parametro para mejorar la extraccion.

e) Efecto de la adicion de una sal.

La adicion de sales en la muestra aumenta el coeficiente de distribucién de los analitos no
polares (20-30% de NaCl) por lo que la cantidad de analito extraido aumenta; sin embargo, para
analitos de mediana a alta polaridad se observa una disminucién de la eficiencia de la extraccion.
El agregar sal usando una sola barra resulta en una disminucion en la extraccion de compuestos
hidrofobicos si es que se quiere extraer compuestos de variada polaridad, una forma de solucionar
esta situacion es el uso de dos barras una con adicion de sal y otra sin ella.

f)  Optimizacion del tiempo de extraccion.

El tiempo de extraccion esta determinado principalmente por la velocidad de agitacion y
el coeficiente de particion del analito entre el adsorbente y la matriz de la muestra. Para extraer la
méaxima cantidad de analito, el tiempo de equilibrio debe ser alcanzado, pero este puede ser
demasiado para algunos analitos. El tiempo de extraccion debe ser constante durante el andlisis,
es decir debe mantenerse controlado con la finalidad de obtener resultados repetitivos.
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g) Optimizacion de la desorcién de la barra magnética.
La temperatura, tiempo de desorcion y el flujo del gas acarreador en el equipo TDS son factores
que se optimizan para obtener una desorcion completa de los analitos adsorbidos.

V.4.3.- Metodologias que aplican la EABM para plaguicidas organoclorados en agua.

Se ha usado la EABM para el muestreo de trazas de plaguicidas organoclorados, por
ejemplo en la tabla XVI se muestra una lista de varios articulos publicados en revistas cientificas
que usan a la SBSE para la extraccién de plaguicidas organoclorados en agua, con la seleccién de
condiciones para optimizar la extraccion.

SISTEMA DE
ANALITO ADSORBENTE DESORCION/ REFERENCIA
DETECCION
Plaguicidas Una barra PPESK* de
organoclorados y 250pL SDT/CG-DCE Wenna Guan (2007)("®
organofosforados
Compuestos Dos barras de PDMS de
organicos 24pL UDT/CG-EM Nobuo Ochiai (2008)(""
contaminantes
Una barra de PDMS de Erkuden Pérez Carrera
PCB’sy OPC’s 20 X 0.5 mm SDT-2/ CG-EM (78)
(2007)
Compuestos Una barra de PDMS de
IPUESK 20 X 0.5 mm SDT-2/ CG-EM V. M Le6n (2003)7?
Semivolatiles

*PPESK: Poli cetona éter sulfona de ftalacina
Tabla XVI.- Aplicaciones de la EABM para la determinacién de plaguicidas organoclorados en
muestras de agua
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VI.- TECNICA DE DETERMINACION®

El procedimiento analitico cuantitativo mas comun para la determinacion de plaguicidas
lo constituye el empleo de las técnicas instrumentales cromatograficas, debido a que se
aprovechan las propiedades de los plaguicidas como su semivolatilidad o volatilidad. Ademas de
que las técnicas de preparacion de la muestra son selectivas en atrapar a los plaguicidas pero no
especificos por lo que se requiere de una excelente técnica de separacion también. Estas técnicas
ofrecen maltiples ventajas ya que algunas veces se requiere la identificacion y cuantificacion de
los analitos en cantidades del orden de las trazas, en una gran variedad de matrices y los
detectores manejados en estas técnicas instrumentales permiten esto.

V1.1.- Cromatografia

La cromatografia se define como una técnica fisica (o fisicoquimica) que permite separar,
identificar y cuantificar los componentes de una mezcla de compuestos quimicos, basada en la
distribucion de los analitos de la muestra entre dos fases, denominadas fase movil y fase
estacionaria. Donde la fase moévil es un fluido (liquido, gas o fluido supercritico) y la fase
estacionaria es un sélido o liquido.

Una de las clasificaciones para las técnicas cromatogréaficas es considerando primero el
tipo de fase mdvil que se utiliza, posteriormente el tipo de fase estacionaria que se aplique, como
se observa en la figura 24.

( Cromatografia )

Fase Movil

Y Y

4
(Fluido supercrl'tico) ( Liquido ( Eléctrico
Forma de colocar Capa Fina
se estacionaria
Sélido Liquido Columna
CGS CGL

Fase Estacionaria

Centrifuga

Y Y = — Y ¢

- - ases quimica- Resina de

( Sélido > < Liquido > mente unidas intercambio Gel d_e
CLS CLL exclusion

CFQU ionico
Cll
Filtracion Permeacion
en gel en gel
CFG CPG

Figura 24.- Clasificacion de la cromatografia

En el andlisis de plaguicidas, la técnica mas utilizada es la cromatografia de gases debido
a la alta capacidad de separacién de analitos que presenta este sistema, ello permite que sea
posible la identificacién y cuantificacién de los mismos por medio del uso de detectores
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altamente sensibles, de tal forma que asegura la calidad de los analisis para evaluar los resultados
estadisticamente, es por ello que se dara una explicacion de esta técnica.
V1.2.- Cromatografia de gases“" 88283)

Una caracteristica importante de la cromatografia de gases para el analisis de plaguicidas
es que permite analizar mas de uno de ellos en todo tipo de matrices; hoy en dia existen
aproximadamente 500 compuestos registrados como plaguicidas (incluyendo a sus metabolitos)
de los cuales 300 de ellos se pueden analizar por esta técnica, lo que provoca que sea una de las
técnicas mas usadas para el andlisis de trazas de plaguicidas. En los ultimos afios se han
desarrollado y ademas logrado acoplar al cromatografo de gases varias de las técnicas nuevas de
preparacioén de muestra mencionados en este capitulo en el punto V, tanto para la extraccion de
muestras solidas y liquidas, lo que la hace ademas la técnica mas empleada con respecto a otras
que pudieran existir, en la figura 25 se muestra una perspectiva de la técnicas de extraccion
explicadas en este trabajo para el analisis de plaguicidas en matrices acuosas acopladas a la
cromatografia de gases.

Compuestos organicos
volatiles o semivolatiles
(plaguicidas) en agua.

ELL MEFS, EABM EFS
Extracto Extracto
Limpieza Limpieza
Cromatografo
> de -
Gases

Figura 25.- Técnicas de extraccidn acopladas a un cromatégrafo de gases en el analisis de agua

A).- Fundamento tedrico

El proceso cromatografico se realiza en un sistema cerrado conocido como columna
analitica o de separacion en el cual se encuentra contenida la fase estacionaria. A través de ésta
fluye la fase movil de un gas inerte estableciendo contacto con la fase estacionaria, que puede ser
un solido o liquido (este altimo de alto punto de ebullicién); al introducir la muestra al sistema,
los solutos se reparten entre ambas fases separandose éstos debido a sus diferentes constantes de
reparto, donde los solutos mas afines a la fase estacionaria se retienen mas en ésta y tardan mas
en eluir, mientras que los solutos menos afines eluyen mas rapido. La separacién de los
componentes de la muestra se puede agilizar mediante la manipulacion de dicha constante, lo
anterior se puede lograr por la misma definicion de la constante, es decir cambiando la fase
estacionaria o la fase mavil, ademas por los principios fisicoquimicos que pueden modificar a las

57



constantes como la temperatura (la variacion de presion no se aplica) que es de gran aplicacion en
la técnica.

-AG
_pRT

_ |analito] fase estacionaria

K : .
[analito]|fase movil

eq

Como ya se mencion0 en la clasificacion de la cromatografia existen dos tipos de
cromatografia de gases: la cromatografia gas-solido y la cromatografia gas-liquido. En la
cromatografia de gas-sélido la fase estacionaria la constituyen adsorbentes tales como carbén
vegetal, tamices moleculares (zeolitas sintéticas) y polimeros sélidos. La cromatografia de gas-
liquido utiliza como fase estacionaria liquidos organicos (polimeros) de alto punto de ebullicion,
la cual se extiende como una pelicula delgada sobre un soporte sélido.

B).- Instrumentacion
El disefio instrumental de un cromatografo de gases se puede describir en bloques como lo
muestra el siguiente esquema:

i : A istem racion . ;
Fuente de fase Sistema Sistema de inyeccion Siste d: rieuzsfrz ah Sistema de Sistema de
movi Neumtico de muestra Deteccion Registro
(gas acarreador) (control de flujo) (columnay horno)

a) Fuente de fase movil.

Se utilizan los gases He, N, e H, que se tienen en tanques de alta presion utilizando para
el control de estos tanques los mandmetros de alta presion o de doble paso o de membrana. Su
proposito primario es el transportar a los componentes volatiles de la muestra a traves del sistema
cromatografico (por lo que normalmente se le conoce como gas acarreador) y el secundario es
obtener una matriz adecuada para que el detector mida el componente de la muestra.

El uso de estos gases por ser los mas pequefios que se conocen permiten la menor
resistencia a la transferencia de masa de los analitos lo que permite optimizar la eficiencia del
sistema cromatogréfico.

Otras caracteristicas que deben presentar los gases para ser usados en CG es que sean de
baja viscosidad, con alta pureza (por lo menos con 99.99%), no toxicos, no peligrosos y
facilmente accesibles. La eleccion del gas portador depende del tipo de columna que se utilice
(empacada o capilar) y adecuado con el detector empleado por el sistema cromatografico.

b) Sistema neumatico.
Su objetivo es controlar el caudal o flujo del gas acarreador, asi como del gas requerido
para el detector y gases auxiliares, este sistema esta constituido por mandémetros de presion y
valvulas de paso.

c) Sistema de inyeccidén de muestra.

Consta de jeringas, mas una camara de vaporizacion llamada inyector que se encuentra en
el equipo. Las jeringas pueden ser para manejar muestras liquidas o gaseosas. El inyector esta
constituido por un sello de goma de silicon autosellable (“septum”) ubicado en la cabeza del
inyector, un alimentador de vidrio llamado “inserto” contenido en un bloque metalico capaz de
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calentarse. Dentro del inserto la muestra es inyectada, vaporizada y barrida por el gas acarreador
hacia la columna.

Si la columna utilizada es de tipo capilar, existen tres modos de inyeccion que pueden ser

empleadas: “Split”, “Splitless” y “On-column” (por sus nombres en inglés).

A

d)

En el modo de “split” la muestra inyectada se divide entrando una parte a la columna y la
otra se va por una salida conocida como flujo de “split”, para controlar la cantidad de
muestra que podemos inyectar se maneja la relacion de “split” que es el cociente de la
relacion del flujo de “Split” entre el flujo de columna, asi una relacion de “split” 1:100
indica una inyeccion del 1% de lo que se inyecta (se utiliza en el caso de muestras con
muestras concentradas) y una de 1:10 indica una inyeccion del 10% (para el caso de
muestras menos concentradas).

En el modo de “splitless” una vez inyectada la muestra, deja de introducirse flujo de gas
acarreador a la cabeza del inyector (purga cerrada) por un cierto tiempo, permitiendo que
la muestra se mueva en el inyector de manera libre, lo anterior deja que los compuestos
que forman la muestra se separen entre ellos por su tamafio y volatilidad, por lo que se
obtiene por lo menos una separacion en el bolo inyectado de los analitos con respecto al
disolvente y éstos se concentran, después de pasar el tiempo de mantener la purga cerrada
se vuelve a introducir gas acarreador a la cabeza del inyector (purga abierta) entrando a la
columna capilar.

En el modo “on-column” la aguja de la jeringa que se utiliza para la inyeccion es un tubo
de columna capilar cuyo diametro externo es mas pequefio que el didmetro interno de la
columna analitica usada, por lo que la muestra se inyecta de manera directa hacia la
columna, el inyector en el instrumento es en si una guia para la jeringa. A pesar de parecer
ser la mejor técnica de inyeccion hay que cuidar que la disolucion que se inyecte este muy
limpia de particulas o de compuestos que se descompongan y tapen la columna.

Sistema de separacion.
Esta constituido por dos partes: un horno y la columna analitica.

-“Horno”
La funcion del horno es calentar a la columna para variar su temperatura y esto permita

variar las constantes de equilibrio que presentan los compuestos que forman a la muestra y se
logre una mejor separacién. El horno debe tener caracteristicas que admita el enfriamiento y
calentamiento rapido de la columna y una temperatura reproducible en todo el horno, entre otras.
El sistema de calentamiento debe permitir trabajar con los modos isotérmico o programa de
temperatura.

¢

En el modo isotérmico, durante el analisis de la muestra en el cromatégrafo de gases se
mantiene constante la temperatura en el horno, normalmente se usa cuando los
compuestos que constituyen a la muestra son muy semejantes en sus propiedades fisicas y
quimicas.

En el modo de programa de temperatura se varia la temperatura con respecto al tiempo en
el horno durante el andlisis de la muestra (siempre de baja a alta), se aplica cuando los
compuestos que constituyen la muestra tienen una gran variacion en sus propiedades
fisicas y quimicas.
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-“Columna analitica”

Actualmente se usan dos tipos de columnas: las empacadas y las capilares o tubulares
abiertas, estas Gltimas de amplio y mayor uso en los ultimos 30 afios.

*Las columnas empacadas o rellenas se construyen con tuberia de acero inoxidable o
vidrio; los didmetros internos de éstas van de 1.6 a 9.5 mm y pueden tener longitudes de 2-6 m,
aunque la de uso comun es la de 2 m. Esta tuberia es rellenada o empacada por la fase
estacionaria, en el caso de que la fase estacionaria sea para cromatografia gas-solido el empaque
es la misma fase estacionaria, es decir un solido adsorbente como el Porapak, Carbopak,
Chromosorb 101, etc. En el caso de que se trabaje la cromatografia gas-liquido el empaque esta
constituido por la fase estacionaria depositada en un material solido Ilamado soporte, en este caso
se utilizan fases estacionarias liquidas como el Carbowax 20M, OV-101, SE-54, etc.. Las fases
estacionarias para los dos casos mencionados son en general polimeros (ya sean plasticos o
silicones).

*Las columnas capilares se construyen normalmente en tuberias de silica fundida
(también en vidrio) la cual se recubre en su parte externa con un polimero llamado poliamida y
éstas tienen diametros internos entre 0.1 a 0.53 mm normalmente. En estas columnas la fase
estacionaria recubre la pared interior de la tuberia con un intervalo de grosor de 0.1 a 25 um, por
lo que este tipo de columnas tienen una trayectoria abierta para el flujo y sin restricciones, lo cual
disminuye la caida de presion del sistema. Las columnas capilares pueden tener los siguientes tres
formatos dependiendo de la colocacion de la fase estacionaria en la tuberia, figura 26.

A Columnas tubulares abiertas impregnada en la pared (wall coated open tubular, WCOT por
su nombre y siglas en inglés), aqui la fase estacionaria liquida recubre la pared interior
directamente.

A Columnas tubulares abiertas con soporte impregnado (support coated open tubular, SCOT
por su nombre y siglas en inglés), en este caso la fase estacionaria liquida se impregna sobre
un soporte y luego esto recubre la pared interna de la columna.

A Columnas tubulares abiertas con capa porosa (porous layer open tubular, PLOT por su
nombre y siglas en inglés), la fase estacionaria sélida recubre la pared interior directamente.

Las columnas capilares de tipo WCOT y SCOT se aplican para la cromatografia gas-
liquido y las PLOT para cromatografia gas-sélido.

Fase estaclonaria
liguida

a)
Figura 26.- Columnas capilares: a) WCOT, b) SCOT, c) PLOT
e) Sistema de deteccion.

Es un dispositivo que debe generar un fenomeno fisico mediante la medicion de alguna
propiedad del soluto o del eluyente y convirtiéndolo a alguna sefial de tipo eléctrico realizando
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esta medicion de manera continua durante el paso del gas acarreador. Ademas la sefial generada
por éste debera ser proporcional a la concentracion del soluto.
Para la cromatografia de gases existen detectores propios del instrumento como los

listados a continuacion:

++ Detector de conductividad térmica, DCT (TCD, por sus siglas en inglés).

¢+ Detector de ionizacién de flama, DIF (FID, por sus siglas en inglés).

++ Detector de captura de electrones, DCE (ECD, por sus siglas en inglés).

¢+ Detector de nitrogeno / fosforo, DNF (NPD, por sus siglas en inglés).

++ Detector fotométrico de flama, DFF (PFD, por sus siglas en inglés)

¢+ Detector de conductividad electrolitica DCEL (ELCD, por sus siglas en inglés).

¢+ Detector de fotoionizacion DFI (PID, por sus siglas en inglés).

Actualmente se tienen detectores acoplados que ademas permiten obtener espectros para
una comprobacién cualitativa, éstos son:
+ Detector de absorcidn infrarroja.
¢+ Detector de emisién atomica.
¢+ Detector de espectrometria de masas DEM (MSD, por sus siglas en inglés).

Las caracteristicas primarias son las mas importantes que reune un detector y que
permiten descartar uno con respecto a otro de acuerdo a las necesidades del andlisis. En los
siguientes parrafos se definen y analizan las caracteristicas primarias de forma general.

A La sensibilidad denota a la cantidad de sefial generada para determinada concentracion de
una muestra, un detector sensible genera una sefial eléctrica grande para determinada
concentracion de una muestra. También puede medirse como la pendiente de la grafica de la
respuesta del detector en funcién de la concentracion de la muestra, la cantidad minima
detectable (CMD) en la curva (MDL por sus siglas en inglés) es aquella muestra lo
suficientemente grande para generar una sefial dos o tres veces mas grande que el nivel de
ruido. La MDL es afectada por la forma en que se colecta y prepara la muestra, también por
la columna, asi como la forma en que la sefial se integra y el ruido fortuito del circuito
eléctrico del sistema.

A La selectividad indica que compuestos producen una respuesta en el detector. Algunos
detectores son considerados universales debido a que generan una respuesta para todos lo
componentes de una muestra exceptuando al gas acarreador por lo que no se consideran
selectivos, y los considerados selectivos solo responden a un determinado tipo de
componentes de la muestra; por ejemplo el detector fotométrico de flama sélo responde a
compuestos que contienen azufre o fosforo en su estructura. En la tabla XVII se resumen la
selectividad de algunos detectores de CG.

A El intervalo lineal es la region sobre la cual la sefial del detector responde de manera
proporcional a la concentracién (normalmente lineal) de la muestra (por medio de
estandares). Es muy importante que el intervalo lineal sea amplio para el analisis cuantitativo
tanto de los compuestos con concentraciones altas presentes en la muestra como aquellos que
se encuentran a niveles traza.
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DETECTOR | LINEALIDAD | CMD SELECTIVIDAD
DCT 10* 10% g Universal, todos los componentes, excepto el gas
portador.
Selectivo para compuestos organicos, no da respuesta
DIF 10° 10 g | con: agua, aire, gases inertes, CO, CO,, CS,, NO, NO,,
H,S.
DCE 10° 10° g Muy selectl\_/o; solo responde a atomos muy
electronegativos.
DNE 10* 10" g Muy selectlyo, solo responde a atomos de N, P y
algunos haldgenos.
100 g
DEF 10* paraP | Muy selectivo; solo responde a &tomos N
10°g |yP.
para S
10" g por
DEM varia S_EAN Universal, todos los componentes.
107 g por
“SIMH

Tabla XVII.- Caracteristicas de un detector®

f) Sistema de registro.

Es un dispositivo que tiene como funcion convertir la sefial eléctrica a algo entendible y

en el caso de la cromatografia es la representacion en forma de una grafica de la sefial que genera

los analitos en el detector con respecto al tiempo (en minutos), este grafico se le conoce con el

nombre de cromatograma, figura 27, y puede ser obtenido por medio de un integrador electrénico

0 una computadora con su programa respectivo. Del cromatograma las sefiales que aparecen se

conocen como picos cromatograficos, de este grafico se obtienen varios datos que permiten

realizar tanto analisis cualitativos y cuantitativos de las sefiales (y por lo tanto compuestos) que
interesen, asi como otros parametros de importancia cromatografica.

A

Linea base

Tiempo

At
t2 - -
- - Area del pico
g |- |
o
L
_H i
‘N
& 5 Altura del pico
7 .
g .
-
% 'to i
A 5
LN
Inyeccion

Figura 27.- Cromatograma e informacion obtenida de éste
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C).- Analisis cualitativo

Este estd basado en la medicion de los tiempos de retencion (tr) de los picos
cromatograficos de los compuestos que eluyen en el sistema cromatografico y que son obtenidos
en el cromatograma. Lo anterior se hace comparando los tr de estandares de los compuestos que
se espera analizar con los tr obtenidos de la muestra, inyectandose todos a las mismas
condiciones cromatograficas.

Cuando hay dudas sobre esta comparacion de los tr se pueden realizar metodologias como
la adicidn de estandares a la muestra, comparacién en 2 6 mas fases estacionarias. En el caso de
que aun aplicando estas opciones se tengan dudas entonces lo ideal es utilizar los detectores
acoplados espectroscépicos.

D).- Anédlisis cuantitativo
Este esta basado en la medicion de las areas o alturas de los picos cromatograficos dados

por los compuestos que eluyen en el sistema cromatografico. En cromatografia se pueden trabajar
los siguientes métodos cuantitativos:

¢+ Método de Normalizacion.

%+ Método de Normalizacion con Fr.

¢+ Método de Estandar Externo.

%+ Método de Estandar Interno.

s Método de Adicidn Patron.

V1.3.- Cromatografia de gases aplicada en el analisis _de plaquicidas organoclorados en
matrices acuosas

Las tres partes del cromatdgrafo de gases que necesitan ser optimizadas para garantizar
resultados con buena precision son: el sistema de inyeccidn, de separacion y deteccion.

Durante la revision de los métodos se encontré que para el analisis de plaguicidas en
muestras ambientales el sistema de introduccién de muestra méas utilizado es el modo de
inyeccion “splitless”, aunque también se reporta el modo “on-column”, pero esta condicionado
para extractos limpios de otra manera se puede dafar la columna. En el modo “splitless” el
extracto inyectado queda contenido en un inserto (donde se volatiliza el extracto) que sirve como
contenedor y al mismo tiempo como trampa para compuestos no volatiles que pudiera traer
consigo el extracto y de esta forma evitar la contaminacion de la columna. También se encontro
que la elevada temperatura en el inyector, puede dar como resultado la descomposicién de los
plaguicidas termolabiles, los cuales al descomponerse forman, cuando el extracto de la muestra
contiene trazas de agua, acidos como el HCI que activan la superficie del inserto eliminando la
silanizacion de éste apoyado por la misma temperatura de los inyectores (arriba de 200°C), esta
misma activacion provocard por ejemplo en la determinacion de DDT, que los sitios activos del
inserto produzcan la transformacién del DDT a DDE y TDE. Lo anterior lleva a concluir que para
el andlisis de plaguicidas organoclorados hay que asegurar que el inserto se encuentre limpio e
inerte (silanizado para evitar que sea activa su superficie). Un punto a notar es que algunos
articulos reportan el uso de técnicas “acopladas” (Hyphenated, en inglés) de CG con técnicas de
extraccion e inyectarse de forma automatica como: EFS, MEFS y EABM. Sin embargo los 2
ultimos sélo se encuentran publicados en articulos, mas no en métodos oficiales.

El corazon de la cromatografia de gases es la columna, por lo que la seleccion de la fase
estacionaria, la dimension de la columna, la velocidad del gas acarreador son algunos de los
factores que determinan la separacion de los compuestos. Para plaguicidas organoclorados se
utilizan principalmente fases de tendencia no polar, por ejemplo columnas de 5%- fenil-95% -
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dimetilpolixilosano (AT-5, HP-5MS, DB-5MS, DB-5, SPB-5, nombre comercial), 35% fenil-
65% dimetilpolisiloxano (SPB-35, AT-35, HP-35, nombre comercial) incluso se puede usar la de
50% fenil-50% dimetilpolisiloxano (DB-17, HP-50, OV-17, AT-50, nombre comercial)®, las
dimensiones pueden ir desde 50-60 m de longitud x 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de
grosor de la pelicula de la fase estacionaria, tabla XVIII. Debido a que los extractos de los
plaguicidas pueden contener otros compuestos que interfieran en su analisis es que se recomienda
usar las columnas de 50-60 m, algunas veces es necesario la confirmacion del andlisis mediante
una segunda columna con diferente fase estacionaria (de preferencia de tendencia polar). Para el
caso de plaguicidas organoclorados quirales se emplean fases estacionarias con ciclodextrina para
la separacién enantioselectivas de a-HCH, Clordanos, y DDT’s. En todos los casos se aplica el
modo de programa de temperatura para realizar el analisis.

En la udltima década se han hecho mejoras en el sistema de separacién como la
cromatografia multidimensional, que consiste en dos columnas conectadas, una mas larga y otra
mas corta de diferentes fases, o la cromatografia rapida (Fast GC, por sus siglas en inglés) las
cuales ya se aplican para el analisis de plaguicidas.

c 17) ASTM AOAC
METODO 8081 USEPA D5818-96 990.06®
Capilar de silica
. - enlazada con 35% Capilar con Capilar de silica
Capilar de silica )
de mezcla 1:1 de enlazada con
Columna enlazada con iimetilsil dimetilsili .
SE-54 (0 DB-5) fenilmetilsiloxano |m_et|_5| |co_na : DB-5 o0 DB-
(o DB-608, SPB- polietilenglicol 1701
608)
CONDICIONES DE TRABAJO
Gas Helio Nitrogeno Helio Helio
acarreador
Presion del . . . )
gas acarreador 16 psi 20 psi 9 psi 15 psi
Temp. del 225°C 225°C 200°C 250°C
inyector
Temp. del
detector 300°C 300°C 290°C 320°C
(ECD)
100°C por 2 min. 160°C por 2 min. 100°C 60°C
100°C — 160°C a 100 sgc_/rﬁr? Ca
Programa de 15°C/min. seguido | 160°C —290°C a sequido or '210_ 60°C - 300°C a
temperatura por 160-270°C a 5°C/min. g 24O‘PC 3 4°C/min.
57C/min. 8°C/min.
270°C 290°C por 1 min. 240°C 300°C

Tabla XVIII.- Tipo de columnas usada por algunos métodos oficiales
El valor de la CG en el analisis de plaguicidas se encuentra en la disponibilidad de varios

detectores con alta sensibilidad y selectividad, para determinarlos. El detector de captura de
electrones es el mas usado para la determinacion de plaguicidas organoclorados en muchos
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métodos oficiales, estandarizados o articulos publicados (tabla X1X), su éxito se debe a que es
selectivo para compuestos halogenados, su bajo costo comparado con EM, su alta sensibilidad.

Por otro lado el acoplamiento de la CG con la EM ha dado como resultado una
herramienta poderosisima para el analisis cualitativo de compuestos organicos (entre ellos los
plaguicidas), con ella se realizan de forma mas facil los analisis que antes requerian méas tiempo y
mas cantidad de muestra; se ha demostrado que con el acoplamiento de estos equipos los niveles
de sensibilidad se incrementan notablemente (se disminuye la relacion sefial / ruido), es comin
registrar sustancias en el nivel de partes por billon (trazas) y con una certeza casi absoluta en la
identificacion, es por ello que su aplicacion ya se tiene en métodos oficiales, estandarizados, etc.
Se han desarrollado opciones de trabajo especiales dentro del instrumento que han permitido
alcanzar niveles de deteccion sumamente bajos, como lo es la opcion del “Monitoreo Selectivo de
lones” (SIM, por sus siglas en inglés), en esta opcion en lugar de obtener espectros completos de
los compuestos para su identificacion, a través del ordenador se pide al EM que solo registre
ciertos iones previamente seleccionados, estos iones deben ser caracteristicos de un compuesto o
grupo y con ello solo se obtiene el registro de él o los compuestos que generan dicha sefial. Para
la identificacion existen bibliotecas de los espectros de muchos compuestos . Para la
calibracion del EM se usa perfluoroterbutilamina (PFTBA) y en el sistema acoplado CG-EM una
disolucién de decafluorotrifenilfosfina (DFTPP, por sus siglas en inglés) en acetona o cloruro de
metileno, si en el sistema CG-EM se va a analizar plaguicidas organoclorados a la disolucién de
DFTPP se le agrega Edrin y 4,4"-DDT para verificar que no haya sitios activos en el sistema .

A continuacidn se presenta una tabla que lista los métodos estandarizados aprobados para
la determinacion de plaguicidas organoclorados en agua, tabla XIX; lo que confirma que es una
de las técnicas instrumentales preferidas para el analisis cualitativo y cuantitativo de éstos.
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) TECNICA LIMITE DE
METODO | INSTRUMENTAL/ ANALITO CUANTIFICACION DEL
DETECTOR METODO (ppm)
USEPA 505 CG/ DCE Plaguicidas 0.002-6.8
organoclorados
USEPA 5089 CG/ DCE Plaguicidas 0.0015-5
organoclorados
Plaguicidas
USEPA 608 CG/ DCE organoclorados en agua 0.0015-5
residual municipal e
industrial
USEPA 515“%) CG/ DCE Acidos organoclorados 0.02-1.3
EN 1SO 646869 CG/ DCE Insecticidas 0.001-0.01
organoclorados
Plaguicidas
USGS(%S?) CG/ DCE organoclorados y 0.01
-1104-83
organofosforados
ASTM 6630°" CG/ DCE Acidos clorofenéxidos 0.003-0.24
Plaguicidas
ASTM 51750 CG/ DCE organoclorados y Menor a 1
bifenil-policlorados
ASTM 581269 CG/ DCE Plaguicidas Menor a 1
organoclorados
AOAC 990.06) CG/ DCE Plaguicidas 0.0025-0.5
organoclorados
USEPA 525 CG/ DEM Compuestos 0rganicos varia
USEPA 680 CG/ DEM Plaguicidas y PCB’s varia
USEPA 1656 CG/ DEM Plaguicidas varia

organohalogenados

Tabla X1X.- Ejemplos de métodos estandarizados que usan CG para la determinacion de
plaguicidas organoclorados
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VIl.- EVALUACION DE RESULTADOS E INFORME

Una vez, escogido el método a utilizar el siguiente paso es estimar la validacion del
método, el cual se define como la confirmacién de que se han cumplido los requisitos para el uso
de un método, mediante el suministro de evidencias. La validacion examina los parametros de
desempefio de un método para identificar y establecer cualquier limitacion que pueda esperarse
del método, algunos de los parametros que se evalian normalmente en la analitica instrumental
son: condiciones Optimas de trabajo, linealidad, precision, reproducibilidad y repetibilidad del
método, exactitud, cantidad minima detectable, tolerancia del sistema, estabilidad de la muestra,
robustez, etc. Debido a que la técnica mas usada para la determinacion de plaguicidas es la
cromatografia de gases, por lo que en esta seccion se habla de forma general sobre los pardmetros
que se evaltan en ella y de esta manera ejemplificar la validacion del método.

Hay que indicar que la calidad de los resultados dependera primero de que la técnica
instrumental cumpla los requisitos de calibracion marcados para la separacion de los compuestos
y de su sistema de deteccion, y una vez asegurado lo anterior se procede a asegurar minimo las
siguientes pruebas®® ®V.

VI1.1.- Condiciones optimas del sistema

Su finalidad es seleccionar las condiciones 6ptimas de operacion para el mejor desempefio
del sistema de medicion, por medio del analisis de una disolucién que contenga a los compuestos
de interés. Para cromatografia se calculan minimo los siguientes parametros: o (selectividad) de
cada analito cuyo valor debe ser >1, lo cual indica que los analitos presentan afinidad por la fase
estacionaria, y con Rs (resolucion) >1.5 que indica que la separacion del area de los picos se
encuentra arriba de 99.73% y se puede cuantificar adecuadamente. Si no se llegan a cumplir éstos
valores de a y Rs es necesario replantear las condiciones de trabajo como: temperatura de
separacion, flujo de la fase mdvil, columna analitica, entre otros.

VI1.2.- Linealidad del sistema

Para un cromatdgrafo de gases la linealidad se realiza por medio de una curva de
calibracion (con minimo 5 puntos) de los estdndares de los analitos de interés, aplicando el
método de estandar interno de preferencia. La concentracion minima del estandar debe ser 10
veces mayor al limite de deteccién y de preferencia que el centro de la curva corresponda a la
concentracion esperada de la muestra a analizar. Uno de los criterios de aceptaciéon para la
linealidad del sistema es observar que la grafica presente tendencia lineal, la cual se puede
confirmar con el valor de correlacién de la regresion lineal, aplicada a los datos de la curva
patrén, con un r > 0.98. Si cumple con la linealidad y al parecer tiende al origen, se puede
establecer una prueba de hipotesis a la ordenada al origen, para comprobar si los resultados se
ajustan a una linea recta con ordenada al origen 0, basadas en la ecuacién para el método de
estandar interno, asi como también se puede establecer el intervalo de confianza en que se
encuentra el valor de la ordenada.

A ~ C

En caso de no presentar tendencia al origen a cero, en lugar de utilizar la ecuacion anterior
se usa la ecuacion y=m x + b para cuantificar.

Una de las formas de buscar la linealidad del sistema de CG es por el método de estandar
interno, el cual se realiza por medio de una curva con un minimo de 3 puntos (recomendable 5
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puntos) con los estandares a diferentes concentraciones de cada compuesto organoclorado (M) de
interés; uno debe ser ligeramente mayor al limite de deteccion estimado y los otro a una
concentracion que este en el intervalo del resultado esperado para los analitos de la muestra,
también hay que considerar el intervalo de trabajo del detector. A cada muestra se le agrega una
cantidad igual de estandar interno (E.l.), se recomienda el penta cloro-nitro-benceno (PCNB, por
sus siglas en inglés) para organoclorados y se lleva al aforo con metil-terbutil-éter (MTBE, por
sus siglas en inglés)®?. Se grafica la relacion de areas (area M/area E.I) versus concentraciones
(concentracion M/concentracién E.I), para obtener una curva de calibracion cuya pendiente es el
Frr (factor de respuesta relativo), el cual se podra utilizar para hacer los célculos pertinentes
siempre y cuando su coeficiente de variacién sea menor al 20%“. Durante el dia de analisis se
debe verificar el Frr con uno de los estdndares y si el valor de la concentracion predicha para el
estandar varia de £20% se procede a una nueva calibracion del instrumento.

Otra forma de cuantificacion es por estandar externo, el cual se basa en realizar una curva
del estdndar del plaguicida de interés a diferentes concentraciones, se grafica area vs
concentracion, donde la pendiente es el factor de respuesta (Fr) y se hacen las mismas
consideraciones para la pendiente que en el caso planteado en la metodologia del E.I.

VI1.3.- Precision del sistema

Esta se define como el grado de concordancia de los resultados de las diferentes
mediciones de una misma propiedad. Para ello a partir de una disolucion madre (del analito de
interés) se preparan minimo 7 disoluciones de la misma concentracion y se determinan por
triplicado cada una de ellas; los resultados de este ensayo no deben diferir en mas del 2% de la
desviacion estandar relativa (s) para ordenes de concentracion altas y no mas del 5% para
concentraciones trazas, por tratarse de un metodo cromatografico. En caso de valores cercanos a
la desviacién estandar impuesta se pueden realizar pruebas de hipdtesis para determinar si el
sistema es preciso a las condiciones establecidas de valores.

VI1.4.- Repetibilidad del método

Esta es una de las pruebas para determinar la precision del método, y se define como el
grado de concordancia entre determinaciones independientes de disoluciones con una
concentracion conocida, provenientes de una disolucion madre y su analisis es realizado por el
mismo analista bajo iguales condiciones de trabajo, aplicando todo el método. Los resultados no
deben diferir de una s impuesta para el método por alguna instancia o institucién. En caso de
valores cercanos a Simpuesta S€ pueden realizar pruebas de hipotesis para determinar si el método es
repetible a las condiciones aplicadas.

VI1.5.- Reproducibilidad del método

Esta es la segunda prueba para determinar la precision del método y es el grado de
concordancia entre determinaciones independientes de disoluciones con una concentracién
conocida, provenientes de una disolucién madre, donde su anélisis es realizado bajo condiciones
de trabajo diferentes, variando algun factor como: analistas, instrumentos, técnica de preparacion
de muestra, etc. La reproducibilidad se determina con la comparaciéon de las variancias y las
medias de los resultados obtenidos por el método sin cambiar algun factor vs el parametro
modificado. En caso de dudar de la aceptacion de los valores de la s se pueden realizar las
pruebas de hipotesis para determinar si el sistema es reproducible a la concentracion que se
trabajo.
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VI1.6.- Limite de deteccion y cuantificacion
Se requiere conocerlos cuando se realizan mediciones de analitos a niveles traza y se definen
como la menor cantidad que se puede detectar y determinar cuantitativamente con una
incertidumbre asociada para un nivel de confianza dado, su valor puede estar entre 3 y10 veces
sobre la desviacion estandar respectivamente.

VI1.7.- Procedimientos generales para la validacion de algunos paradmetros de desempefio
para el analisis de plaguicidas organoclorados en agua por cromatografia de gases®°"

Con el tiempo ha crecido la preocupacion sobre el efecto toxico que los plaguicidas tienen
en las personas que estan expuestas a dichos productos, en los alimentos que contienen residuos,
en la contaminacion de los cuerpos de agua superficial y subterrénea, aire, suelo, sobre todo
porque existe una correlacion entre ellos. Asi que no cabe duda que la calidad del medio
ambiente es ya mas una exigencia que un deseo, por lo que los laboratorios quimicos — analiticos
no pueden sustraerse de esta caracteristica si quieren que los resultados generados sean
reconocidos, aceptados y queden como la base firme para la toma de decisiones. Es por ello que
durante el desarrollo del método se requiere un control de calidad cuyo objetivo es determinar las
medidas de control necesario para minimizar los errores de los resultados finales, obtener
veracidad, rapidez, bajo precio, etc., de los resultados generados, debido a que ellos puede tener
una amplia repercusion social y econdmica. Para conseguirlo, todos los aspectos del programa de
muestreo analisis deben ser planeados con detalles, siendo necesario documentar todas las etapas
del mismo.

Una vez que ya se realizd la validacion del método, un paso importante durante el
desarrollo del método es su control de calidad por ejemplo los métodos USEPA para el andlisis
de plaguicidas organoclorados siguen algunos de los procedimientos que se describen a
continuacidn, segn convenga, y se ejecutan como minimo una vez con cada lote de muestra y
por lo menos una vez por cada 20 muestras analizadas.

% Valoracién de Muestras inyectadas (“spikes™): se realiza con una alicuota de la
muestra ambiental que contiene el analito en estudio, a la cual se le adiciona una cantidad
igual o mayor del analito presente, se analiza y se calcula el porcentaje de recobro, se
debe tener en cuenta la cantidad inicial presente del analito en la matriz. El fin es
determinar si la matriz tiene efecto sobre los resultados y si es asi, determinar la extension
del error sistematico debido a la misma o a las interferencias en la recuperacion del
analito.

«+ Anadlisis de blancos de campo, de viaje, de laboratorio y de reactivos: se lleva a cabo
con una muestra de agua al que se le adiciona el estandar interno y el compuesto
“surrogado” (compuesto que es improbable que se encuentre en la muestra), la cual es
tratada igual que la muestra problema. EIl objetivo es determinar si esta presente el analito
de interés u otras interferencias en el material, en reactivos, en los instrumentos asi como
en el ambiente del laboratorio.

¢+ Valoraciéon del cumplimiento de calidad por parte del laboratorio por medio del
analisis de blancos fortificados de laboratorio: a una muestra de agua (destilada) se le
agrega el analito o analitos de interés para que de una concentracion 10 veces mayor al
limite de deteccion (LD) y se calcula el recobro que debe ser R + 3Sg. El propdsito es
determinar si la metodologia esta bajo control, si las mediciones son exactas y precisas en
el LD requerido, en caso de que el recobro del analito este fuera de control se debe
identificar la fuente del problema y resolver antes de continuar con el analisis.
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Valoracion de muestras de contraste: el 10% de las muestras deberan ser tomadas por
duplicado para su andlisis en un segundo laboratorio acreditado para la cuantificacion de
los analitos de interés, con objeto de comprobar los resultados y servir de ejercicio inter-
laboratorio que garantice la exactitud de los resultados. Cuando la diferencia entre ambos
resultados sea significativo se debera estudiar en detalle las técnicas analiticas utilizadas
por cada uno de los laboratorios.

Valoracion del sistema preparacién de muestra (extraccién si es el caso): se debe
comprobar la optimizacion del sistema para obtener una maxima recuperacion de analito
por medio del uso de estdndares del analito de intereés.

Valoracion del sistema instrumental (calibrado): en un sistema cromatogréafico para el
andlisis cualitativo se utilizan estandares de los analitos de interés y se comparan sus
tiempos de retencién (tr) vs la muestra. En el analisis cualitativo se realiza por medio de
una curva de calibracion como el de estandar interno donde se debe monitorear el area o
altura en la respuesta del estandar interno (EI), cuya desviacién por cada inyeccion que
contenga EI no debe ser mayor al 30%, si sobrepasa este porcentaje hay que optimizar el
cromatografo y revisar que el valor de la concentracion del estandar de calibracion no
varié mas del 20% con respecto al valor esperado. Para determinaciones por
cromatografia de gases/ espectrometria de masas el espectro del analito debera ajustarse a
la representacion bibliografica del mismo; para la calibracion de espectrémetro de masas
se utiliza un compuesto de calibracion donde la abundancia y representacion debe ser la
especificada para el equipo de masas y posteriormente utilizar otro compuesto para la
calibracién del acoplamiento del cromatografo de gases y el espectrometro de masas.
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CONCLUSIONES

» Compuestos como el DDT, Aldrin, Chlordano, Dieldrin, Endrin, Heptacloro se encontrd
que estan dentro de la lista de la Convencion de Estocolmo como compuestos de uso
restringido debido a que presentan una elevada toxicidad, son persistentes en el suelo,
poseen una gran estabilidad, son semivolatiles, presentan afinidad por los tejidos grasos y
se bioacumulan a lo largo de la cadena trofica, es por ello que existe la tendencia a que se
elimine su uso completamente o por lo menos en algunos paises como Estados Unidos de
Norteamérica y los que pertenecen a la Unidn Europea tienen reglas y regulaciones para
el uso de estos compuestos. Por ejemplo, se encontrd que en Europa la presencia de
plaguicidas en el agua para consumo humano esta establecida a una concentracion
méxima de 0.1 pgL™ por plaguicida y de 0.5 pgL™ para totales, por su parte los Estados
Unidos de Norteamérica ha establecido diferentes regulaciones para distintos plaguicidas.
Mientras que en México la norma NOM-127-SSA1-1994 es la que regula los limites
permisibles de algunos plaguicidas en agua para su potabilizacion €2,

> En este proyecto se explicaron primero las metodologias generales establecidas para el
analisis de plaguicidas organoclorados en agua y después de la documentacion se
encontro que las etapas que los constituyen se pueden simplificar a 7 si tomamos como
base a los métodos USEPA, siendo estos:
a) ldentificacion del problema analitico.
b) Eleccion del método a utilizar.
¢) Muestreo.
d) Preparacion o Tratamiento de la Muestra.
e) Procedimiento analitico.
f) Técnica de determinacion.
g) Evaluacion de resultados e informe.

> La ldentificacion del problema analitico y eleccion del método a utilizar son los soportes
para considerar las variantes que se desea resolver con el método; la matriz a trabajar,
tipo de muestreo, el sistema o técnicas analiticas a aplicar para resolver el problema,
valores estadisticos esperables (como limites de deteccion, etc.), y el aseguramiento de la
calidad de los datos, etc.; estas etapas son importantes porque ayuda a decidir la forma de
trabajo de acuerdo con los intereses que se buscan cumplir, incluyendo si se puede
ahorrar tiempo y dinero para el trabajo. En general se encontr6 que la mayoria de los
métodos estandar, oficiales y de articulos cientificos revisados presentan estas etapas muy
bien especificadas.

» Sin lugar a dudas se observé que el muestreo es el paso mas importante en un analisis
quimico si el dato se va a relacionar con la zona original que se muestreo, ya que si esta
no es tomada de forma apropiada, no tiene ningun sentido quimico, ni econémico el
realizar los analisis planteados. En esta etapa se encontré que existen una serie de
operaciones que hay que considerar como:

1. Plan de muestreo.

2. Colecta de la muestra.

3. Transporte y conservacion.

4. Recepcion y almacenamiento.
5. Cadena de custodia.

» La cadena de custodia es muy importante con el fin de asegurar que la recoleccion de
muestras es representativa de la poblacion a estudiar y del lugar donde se muestrea, por

72



Il.
I1.
V.

ende se deben tener controles de calidad estrictos para la toma, y de esta forma se evita la
deteccion de falsos positivos.

En la actualidad existe una gran cantidad de material que se vende por catalogo para la
recoleccion de las muestras acuosas que ayudan a tener un mejor control durante su toma.
Se encontrd que los métodos estandar y oficiales para el andlisis de los plaguicidas
organoclorados si especifican la forma y la serie de actividades que realizan durante el
muestreo, a si como las precauciones que hay que tomar, algunos método de la USEPA y
ASTM presentan en un documento separado estas indicaciones, y para el caso de los
pesticidas organoclorados, en general coinciden en que una vez tomada la muestra se
debe eliminar el cloro residual agregando Na,S,0Os;, para retardar la degradacion
microbiologica disminuir el pH < 2 (es importante seguir este orden), conservar a 4°C,
alejada de la luz, no dejar espacio libre dentro del contenedor. El tiempo de conservacién
de la muestra es de 14 dias, excepto el heptacloro, el cual si se desea analizar debe ser
dentro de los primeros 7 dias.

Por otro lado en la documentacion de publicaciones peridédicas como los articulos se
encontrd que éstas reportan escasa informacién acerca de la forma en que recolectaron
sus muestras, de las precauciones y controles que llevaron a cabo.

En la etapa de preparacion o tratamiento de la muestra se hace la verificacion (antes de
trabajar) de las condiciones en que se encuentra la muestra después de su recoleccion y
debido a que algunas de ellas puede ser muy compleja como en las de agua residual, y se
requiere la eliminacion de los solidos suspendidos. La mayoria de los métodos oficiales
no enfatizan este paso debido a que ellos especifican que para desarrollar el método se
requiere de personal calificado y los métodos de articulos cientificos por lo regular no lo
mencionan.

Durante la revision bibliografica se observo que el procedimiento analitico es el que ha
presentado mayores cambios en la tltima década y por lo que se leyd es la que se seguira
desarrollando en el futuro. Basicamente se encontraron para el analisis de plaguicidas
organoclorados en agua que se usan las siguientes técnicas:

Extraccion liquido-liquido.

Extraccion en fase solida.

Microextraccion en fase solida.

Extraccion por adsorcion con barra magnética.

La extraccion liquido-liquido es la técnica indicada en una gran cantidad de métodos
estandarizados, oficiales, para validacion y en articulos de revistas, se cuenta con bastante
informacion en la literatura asi como de métodos en que se aplica, no requiere de aparatos
especiales para trabajarla, se utilizan disolventes comunes de uso en el laboratorio y ha
simplificado el problema para la determinacion del contenido total de plaguicidas no
polares en aguas que tienen un contenido alto de soélidos suspendidos. Pero presenta
desventajas como el uso de grandes volumenes de disolventes (en el orden de por lo
menos 100 mL), generando cantidades importantes de residuos lo que hace que sea una
de las técnicas aplicadas de mayor contaminacion, se pueden generar emulsiones entre las
fases utilizadas y extrae otros contaminantes no polares que estén presentes en la muestra,
por lo que posteriormente es necesario un proceso de limpieza para eliminar a los
compuestos que interfieran en la determinacion de los plaguicidas. La limpieza es un
paso crucial que se debe considerar si la muestra acuosa es compleja, ya que durante la
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ELL se pueden coextraer grasas, proteinas y los compuestos organicos que constituyan a
la muestra.

Se encontrd que la extraccion en fase sélida es la segunda técnica mas utilizada en los
métodos estandarizados, oficiales, y articulos publicados, aunque en menor proporcion
comparada con la ELL Presenta ventajas como la reduccion del consumo de disolventes
toxicos, lo que hace a la técnica segura, disminuye la necesidad de evaporacion de los
disolventes, la técnica es automatizable, se tiene la posibilidad de variar la forma de
trabajo dependiendo del objetivo de andlisis (extraer y preconcentrar, limpiar, cambio de
matriz, etc.). Entre las desventajas que podemos puntualizar es que requiere una serie de
pasos para el acondicionamiento de la fase solida, ademéas de que se debe optimizar el
proceso considerando diferentes factores como: la adecuada seleccion del adsorbente,
escoger un disolvente adecuado para acondicionar a la columna y otro para la elucién de
los analitos, la variacion del pH, el efecto de la adiccion de sal a la muestra, optimizar la
velocidad de flujo de elucion, escoger una correcta capacidad de carga. Todas estas
consideraciones pueden hacer que la técnica resulte un poco mas complicada de lo que
aparenta, y aunado a esto si la matriz de la muestra resulta ser compleja (por ejemplo,
agua residual) antes de usar esta técnica se requiere una limpieza gruesa de la matriz, de
otra forma se tendra mucha interferencia por parte de los compuesto que no son de interés
e incluso se puede dar el impedimento del uso de la EFS. En general se encontré que la
ELL y EFS son técnicas muy usadas para extraer cantidades menores de 0.1 pgLde
contaminantes organicos por los que son técnicas que ayudan la extraccion de plaguicidas
organoclorados para su posterior analisis y de esta forma asegurar la calidad del agua
para consumo humano, segun la legislacion Europea.

Por otro lado se observd que la tendencia de las técnicas de preparacion de muestras
busca que sean mas rapidas, mas sensibles, que se reduzca el trabajo manual, es por ello
gue una técnica que ha tenido un gran auge entre las publicaciones de articulos de
revistas cientificas en la Gltima década es la microextraccion en fase sélida, la cual se ha
empleado principalmente para la extraccion de compuestos organicos volatiles y
semivolatiles como los plaguicidas. La MEFS ofrece la completa eliminacion del uso de
solventes durante la extraccion, reporta niveles de deteccion altos del orden de
nanogramos, sirve para hacer una inspeccion rapida de los compuestos antes
mencionados, presenta versatilidad en su modo de trabajo (inmersion directa, vapor
confinado, proteccién con membrana) lo que permite su uso en diversas matrices, por
ejemplo se encontré que algunos articulos reportan su aplicacion en muestra de aguas
residuales, agua de mar, agua subterraneas; otra ventaja es que se puede usar de manera
directa sin hacer una limpieza previa de la muestra y se realiza de manera simultanea a la
extraccion y la concentracion de los analitos de interés. Otra ventaja que tiene esta
técnica es su acoplamiento con cromatografia de gases y su uso para varios muestreos
antes de desecharla. A pesar de parecer una técnica facil de usar se deben considerar
algunos factores para su optimizacion los cuales son: la eleccion del adsorbente, la
variacion del pH, el efecto de la adiccion de sal a la muestra, considerar el tiempo y la
forma de la agitacion, la temperatura de extraccion y de desorcion, el tiempo de
extraccion y desorcién y la limpieza de la fibra; por lo que al igual que la EFS la técnica
resulta un poco mas complicada de lo que aparenta. Existe la posibilidad de tener
problemas con la fibra debido a que ésta es fragil y se puede romper con mucha facilidad,
0 en caso de exceder la temperatura Optima de trabajo especificada por el provedor se
puede tener un dafio irreparable sobre la fibra, también otro problema que puede tener es
la acumulacion de impurezas en la fibra que algunas veces son dificiles de eliminar, la
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muestras con sélidos suspendidos si se analiza por inmersion directa la fibra se puede
dafar por la agitacién, los compuestos de alto peso molecular como los &cidos humicos y
las proteinas se pueden adsorber de forma irreversible sobre la superficie de la fibra. Por
los factores que hay que dptimizar y los problemas mencionados arriba pueden ser las
razones por la que esta técnica tenga baja reproducibilidad y algunas veces linealidad
pobre, debido a esto la MEFS es una técnica que todavia no se encuentra en métodos
estandarizados, ni oficiales pero si en muchos articulos cientificos, también su costo
puede ser otro factor a considerar.

Otra técnica novedosa que se encontr6 para la determinacion de plaguicidas
organoclorados en agua es la extraccion por adsorcion con barra magnética la cual se
basa en los mismos principios que la MEFS, la diferencia es que el dispositivo para
MEFS consiste en una barra de acero inoxidable semejante a una aguja dentro de la cual
esta la fibra de silice fundida recubierta en su parte externa con una capa relativamente
delgada (del orden de 0.5 ul) de polidimetilsiloxano (PDMS) u otra fase. Mientras que la
EABM es una barra magneética recubierta de PDMS del orden de 50-300 ul de éste,
debido a la mayor cantidad de fase adsorbente con la EABM se pueden alcanzar limites
de deteccion mas bajos (intervalo de sub-ng/L a ng/L) comparado con MEFS (ng/L). Al
ser una técnica con los mismos principios que MEFS se requiere la optimizacion para la
extraccion y presenta los mismos problemas antes mencionados; la EABM requiere de un
equipo especial para su desorcion el cual se acopla al equipo se anélisis en este caso a
cromatografia de gases, por lo que el costo de la técnica es mucho mayor comparado con
la ELL y la EFS. La EABM es una técnica que aun no se encuentra en métodos
estandarizados y oficiales debido a su baja reproducibilidad, entre otros factores.

El procedimiento analitico cualitativo y cuantitativo mas comun para la determinacion de
plaguicidas en todos los metodos revisados lo constituye el empleo de la cromatografia
de gases, debido a que se aprovechan las propiedades de los plaguicidas como su
semivolatilidad. Para el analisis de plaguicidas de estos compuestos se encontré que usan
columnas de tendencia no polar, de dimensiones que pueden ir desde 50-60 m de longitud
x 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de grosor de pelicula de la fase estacionaria,
con modo de inyeccion “splitless”. Los detectores mas empleados fueron el DCE y EM
debido que algunas veces se requiere la identificacion y cuantificacion de los plaguicidas
en cantidades del orden de las trazas. En la revision de articulos cientificos se reporta mas
el acoplamiento de las técnicas de preparacion de la muestra como EFS, MEFS, EABM
al cromatografo, mientras que en métodos estandarizados y oficiales aun no se reportan.

Al hacer la revision bibliografica de los métodos se observé que el desarrollar un método
para determinar plaguicidas organoclorados en agua no es nada facil debido a que se
requiere de una serie de pasos que hay que estimar y la etapa final es la validacion del
mismo donde se examinan los parametros de desempefio del método para identificar y
establecer cualquier limitacion que pueda esperarse; se encontrd que algunos de los
parametros que se evallan principalmente en un método normalizado u oficial para la
determinacion de plaguicidas organoclorados que usan cromatografia de gases son:
condiciones Optimas de trabajo, linealidad, precision, reproducibilidad y repetibilidad del
método, exactitud, cantidad minima detectable, tolerancia del sistema, estabilidad de la
muestra, robustez, etc. Por otro lado se observd que los articulos cientificos que usan
nuevas técnicas de preparacion sobre todo la MEFS y la EABM para la determinacion
plaguicidas organoclorados solo cumplen con algunos de los parametros antes
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mencionados. La validacion resulta necesaria si queremos que los resultados generados
sean reconocidos, aceptados y queden como la base firme para la toma de decisiones.

» Se considera que este trabajo permitira a la persona que lo consulte darse una adecuada
idea de lo que se tiene que realizar para el analisis de plaguicidas organoclorados en agua.
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